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1.1 Das angeborene und adaptive Immunsystem 
 
Der menschliche Organismus wird gegen eine Vielzahl von potenziellen Krankheitserregern 
und körperfremden Stoffen von dem sog. Immunsystem geschützt. Dieses besteht aus dem 
angeborenen und dem erworbenen Immunsystem, die eng miteinander zusammenarbeiten, 
obwohl sie grundverschieden bei der Erkennung von Erregern agieren und ihre nachfolgenden 
Effektorfunktionen sich ebenso stark unterscheiden.  
Zum angeborenen Immunsystem zählen zunächst eine intakte Epidermis, das 
Komplementsystem, antimikrobielle Enzymsysteme, die Defensine der Epithelien und 
unspezifische Mediatoren wie Interferone und Interleukine. Zur angeborenen Immunantwort 
können die meisten Zellen des Körpers beitragen. Aber vor allem dendritsche Zellen (DCs), 
Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen sind in besonderer Weise auf die angeborene 
Immunfunktion spezialisiert.  
Zunächst wird ein eindringender Mikroorganismus durch eine Reihe von Rezeptoren 
registriert. Diese Rezeptoren detektieren häufig auftretende molekulare Strukturen des 
mikrobiellen Kosmos. Zum Beispiel ist das Lipopolysaccharid (LPS) ein Zellwand-Bestandteil 
gram-negativer Bakterien und wird durch den Toll-like Rezeptor (TLR) 4 erkannt. Mikrobielle 
DNA dagegen, die sich von Säuger-DNA durch eine niedrigere Methylierungsrate von CpG-
Dinukleotiden unterscheidet, wird von dem TLR 9 erkannt. Das in Hefezellwänden 
vorkommende Mannan wird durch Mannose-Rezeptoren aufgespürt und TLR 2 erkennt 
Peptidoglykane, die auf der Zelloberfläche gram-positiver Bakterien zu finden sind. In der Welt 
der Mikroben sind diese Strukturen weit verbreitet und konserviert. Sie werden als pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) bezeichnet und die Rezeptoren des angeborenen 
Immunsystems, die diese erkennen, als pattern recognition receptors (PRRs). Von den PRRs 
ist bereits eine große, aber noch begrenzte Anzahl bekannt und sie zeigen ein variables 
Expressionsmuster in verschiedenen Säuger-Zelltypen. PRR-Signale aktivieren nach 
Ligandenbindung die Zelle und induzieren folgend eine rasche Freisetzung von 
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen. Diese wiederum rekrutieren Makrophagen 
und neutrophile Granulozyten zum Ort der Erregerdetektion und diese phagozytierenden 
Zellen sind dann in der Lage Mikroorganismen abzutöten. Diese schnelle angeborene 
Immunantwort verursacht im Gewebe eine lokale Entzündung und ist in vielen Fällen 
ausreichend um die Infektion zu beseitigen. Sollten noch Erreger vorhanden sein, so ist dessen 
Ausbreitung zumindest zu einem gewissen Grad verzögert und diese Tatsache verschafft dem 
Organismus Zeit, um eine adaptive Immunantwort zu initiieren.  
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Adaptive Immunität ist eine Funktion der aus dem Thymus stammenden T-Zellen und der aus 
dem Knochenmark hervorgehenden B-Zellen. Diese als Lymphozyten zusammengefassten 
Zellen benötigen mehrere Tage für eine volle Aktivierung und Entwicklung ihrer Effektor-Zell-
Funktion. Somit ist die adaptive Immunität sehr viel langsamer als die binnen Stunden 
aktivierte angeborene Reaktion. B- und T-Zellen sind im Gegensatz zur angeborenen 
Immunität in der Lage hoch spezifische Reaktionen gegen eindringende Erreger auszulösen. 
Dabei erkennen Lymphozyten körperfremde Strukturen mit ihren Antigenrezeptoren und diese 
sind durch eine extreme Diversität gekennzeichnet. Hierfür ist ein genetischer 
Rekombinationsprozess (VDJ-Rekombination) während der B- und T-Zell-Entwicklung 
verantwortlich, der nach dem Zufallsprinzip eine sehr große Zahl verschiedener Antigen-
Rezeptoren generiert. Dabei wird jeder Lymphozyt mit einem einzigartigen Rezeptor 
ausgestattet, der die Antigen-Spezifität dieser Zelle definiert. Durch die sogenannte zentrale 
Toleranz werden dabei die Zellen mit Rezeptoren spezifisch für körpereigene Strukturen 
weitgehend im Knochenmark und Thymus eliminiert, während nicht-autoreaktive Lymphozyten 
in die Peripherie entlassen werden. Anschließend rezirkulieren diese naiven, noch Antigen-
unerfahrenen Lymphozyten in den Lymphknoten und der Milz. In diesen sekundären 
lymphatischen Organen warten sie nun darauf einem für ihren Antigen-Rezeptor passenden 
Antigen zu begegnen.  
Nach dem Eindringen eines Erregers werden u. a. die im Gewebe ruhenden DCs von den 
Sensoren der angeborenen Immunität aktiviert und können nachfolgend mikrobielle Antigene 
aufnehmen. Außerdem stellen lokale Gewebeschäden und die Quervernetzung der PRRs 
durch mikrobielle Komponenten Gefahren-Signale für DCs dar. Dadurch werden die DCs 
veranlasst aus dem Gewebe in die Lymphknoten zu wandern und anschließend den Prozess 
der Antigen-Präsentation zu aktivieren. Die Präsentation mikrobieller Peptide wird zusätzlich 
durch die Hochregulation von kostimulatorischen Molekülen wie CD80/86 (cluster of 
differentation) unterstützt. Wenn präsentierte Antigene auf DCs von Rezeptoren naiver T-
Zellen im Lymphknoten erkannt werden, erhalten diese T-Lymphozyten Aktvierungssignale, 
die zum einen zu einer massiven klonalen Expansion und zum anderen zur Differenzierung in 
T-Effektorzellen führen. Das durch DCs und Makrophagen produzierte Interleukin (IL)-12 ist 
dabei bedeutend an der Polarisierung der T-Helfer (TH)-Immunantwort beteiligt sein. T-Zellen 
werden in TH1-Zellen in Gegenwart großer Mengen IL-12 differenziert. Diese TH1-Zellen 
sezernieren folgend IFN (Interferon)-γ, IL-2 und TNF (Tumornekrosefaktor)-α, während ein 
niedriger IL-2 Spiegel und eine hohe IL-4 Konzentration eher die Differenzierung von TH2-
Zellen begünstigt. Zu TH1-Zellen polarisierte CD4+ T-Helferzellen unterstützen CD8+ 
zytotoxische T-Zellen zur Abtötung Virus-infizierter Zellen und helfen Makrophagen beim 
Abtöten intrazellulärer Pathogene. Durch die Sekretion von IL-4, IL-5 und IL-10 unterstützen 
TH2-Zellen die humorale B-Zell-Antwort. Naive B-Zellen binden mit ihren Antigen-Rezeptoren 
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Antigene, nehmen diese auf, prozessieren sie und präsentieren schließlich den T-Zellen die 
entsprechenden Peptidfragmente. Wenn nachfolgend eine aktivierte T-Zelle das präsentierte 
Antigen auf dieser B-Zelle erkennt, erteilt die T-Zelle ihr ein Aktivierungssignal über den CD40-
Rezeptor. Dadurch wird die B-Zelle zur Proliferation angeregt und zur Differenzierung in 
Plasmazellen veranlasst. Diese sezernieren dann eine lösliche Form des Oberflächen-
Antigen-Rezeptors, einen sogenannten Antikörper. Diese können Mikroorganismen 
opsonisieren und sie dadurch für die Zerstörung durch das Komplementsystem oder für 
Phagozyten markieren.  
Somit stellen die Effektoren der adaptiven Immunantwort, die Effektor-T-Zellen und Antikörper, 
tödliche und für einen Erreger hochspezifische Waffen dar. Dagegen ist die angeborene 
Immunität weit weniger wirksam und spezifisch, dient jedoch als erste Verteidigungslinie 
gegen die Ausbreitung von Erregern, bis das spezifische T- und B-Zell-System reagieren kann. 
 
1.2 Sensoren des angeborenen Immunsystems 
 
Das angeborene Immunsystem verfügt über eine Vielzahl von Pathogensensoren, um PAMPs 
wie bakterielle Zellwandbestandteile oder virale Nukleinsäuren zu erkennen. Diese Keimbahn-
kodierten Sensoren werden auch als PRRs bezeichnet (Janeway and Medzhitov, 2002; 
Strober, et al., 2006). PRRs können neben den mikrobiellen PAMPs ebenfalls endogene 
zelluläre Metabolite, sog. Gefahrensignale (Danger associated molecular patterns, DAMPs), 
wie Uratkristalle, ATP (Adenosintriphosphat), das Protein HMGB1 (high-mobility group box 1) 
und die Hitzeschockproteine (heat shock protein) hsp70 und hsp90, erkennen. Diese können 
beispielsweise bei Zelltod oder Gewebestress im Zuge einer viralen Infektion entstehen 
(Matzinger, 2002). Die Aktivierung von PRRs sowohl durch PAMPs als auch durch DAMPs 
induziert intrazelluläre Signalkaskaden und führt zur Freisetzung proentzündlicher Mediatoren, 
die wiederum Effektorzellen der angeborenen und adaptiven Immunantwort in das betroffene 
Gewebe rekrutieren und schließlich zu einer makroskopisch sichtbaren Entzündungsreaktion 
führen. Einige PRRs werden nur von spezialisierten Zellen exprimiert, wogegen andere PRRs 
von einer Vielzahl verschiedener Zellen ausgeprägt werden und somit kann nahezu jede Zelle 
zur angeborenen Immunität beitragen. 
 
PRRs können je nach ihrer subzellulären Lokalisation in zwei große Klassen unterteilt werden. 
Zu der einen Klasse gehören TLRs und C-Typ Lektin Rezeptoren (CLRs), die in der 
Plasmamembran oder im Endosomen lokalisiert sind. Die zweite Klasse von PRRs befinden 
sich im intrazellulären Kompartiment und zu ihnen gehören die RIG (retinoic acid-inducible 
gene)-I-like Rezeptoren  (RLRs), die AIM2 (absent in melanoma 2)-like Rezeptoren (ALRs) 
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und die Nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat-containing receptors (NLRs) 
(Takeuchi and Akira, 2010).  
 
1.2.1 Membran-gebundene Rezeptoren 
 
Die Prototypen der PRRs bilden die TLRs, die verschiedene mikrobielle Liganden auf der 
Zelloberfläche oder im endosomalen Kompartiment erkennen (Akira, 2006; Janeway and 
Medzhitov, 2002). Sie bestehen aus einer N-terminalen Ligandenbinde-Domäne, die aus 
leucine-rich repeats (LRRs) besteht. Außerdem besitzen sie eine Transmembran-Domäne 
gefolgt von einer zytoplasmatischen Protein-Protein-Interaktions-Domäne, der Toll-IL-1R-
Domäne (TIR-Domäne). Bis jetzt konnten zehn unterschiedliche TLRs im Menschen und zwölf 
in der Maus identifiziert werden, davon werden TLR1, 2, 4 , 5 und 6 auf der Plasmamembran 
lokalisiert und diese detektieren vor allem mikrobielle Membran- und Zellwandbestandteile aus 
dem Extrazellularraum. TLR 3, 7, 8 und 9 dagegen sind hauptsächlich im ER 
(Endoplasmatisches Retikulum) und in den Endosomen phagozytärer Zellen ausgeprägt. 
Diese TLRs können Nukleinsäuren in z.B. endozytiertem Material erkennen, da ihre 
Ligandenbinde-Domänen sich im Lumen der Vesikel befinden.   
CLRs sind ebenfalls membranständige Protein-Domänen, die in vielen Proteinen vorkommen 
und zumeist Zuckerstrukturen der Zellwand von Pilzen, aber auch verschiedene PAMPs von 
Bakterien und Viren binden können (Drummond, et al., 2011; Hardison and Brown, 2012). Als 
Folge einer Ligandenbindung an CLRs werden die Transkriptionsfaktoren NFAT (nuclear 
factor of activated T-cells) und NFκB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated 
B cells) aktiviert und induzieren auf diese Weise eine entzündliche Reaktion. 
 
1.2.2 Intrazelluläre PRRS 
 
Nukleinsäuren werden vom Immunsystem nicht ausschließlich in endozytiertem Material 
detektiert, sondern ebenso im Zytosol. Dabei stellt  das Mitochondrien-ständige Protein 
CARDIF (CARD (caspase recruitment domain) adapter inducing interferon ß) ein wichtiges 
Signalmolekül zur Detektion zytoplasmatischer RNA (ribonucleic acid) dar, welches zur 
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF3 (interferon regulatory factor) und NF-κB führt und 
in einer IFN-I Antwort gipfelt (Kawai, et al., 2005). 
Die Sensoren RLRs, zu denen neben RIGI unter anderem auch MDA5 (melanoma 
differentation associated gene 5) gerechnet werden, transduzieren Signale über CARDIF, 
wobei RIG-I doppelsträngige (ds) -und einzelsträngige (ss) RNA mit einem 5´Triphosphat 
(Pichlmair, et al., 2006) bindet und MDA5 vermutlich lange RNAs (Barral, et al., 2009). Die 
ALRs AIM2 (DeYoung, et al., 1997) und IFI16 (gamma interferon inducible protein 16)  
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(Trapani, et al., 1992) erkennen dagegen DNA (deoxyribonucleic acid) im Zytosol und gehören 
zur PYHIN (pyrin and HIN containing protein) Protein-Familie und besitzen N-terminal eine 
PYD-Domäne (pyrin domain) und C-terminal eine oder zwei HIN-200-Domänen (hematopoetic 
IFN-inducible nuclear protein with 200 amino acids). Während AIM2 vorrangig dsDNA bindet, 
kann IFI16 sowohl ssDNA als auch dsDNA binden (Hornung, et al., 2009; Unterholzner, et al., 
2010). IFI16 kann zum einen eine IFN-I Antwort auslösen oder es bildet wie AIM2 nach 
Ligandenbindung ein Inflammasom und stimuliert somit de Freisetzung von IL-1ß. Außerdem 
existieren weitere DNA-Sensoren im Cytoplasma, wie z.B. das Protein DAI (DNA dependent 
activator of IFN-reguatory factors) (Takaoka and Taniguchi, 2008).  
Eine andere wichtige Gruppe von Sensoren, die im Cytoplasma lokalisiert sind, stellen die 
NLRs dar. Im Menschen wurden bis jetzt 22 verschiedene NLRs gefunden und die bisher am 
besten charakterisierten können in zwei Gruppen unterteilt werden (Harton, et al., 2002). Zum 
einen werden die NLRCs (nucleotide-binding oligomerization domain, leucine-rich repeat and 
CARD-containing) unterschieden, die eine CARD-Domäne besitzen. Mit dieser können die 
NLRCs nach Ligandenbindung und Oligomerisierung das Protein RIP2 (receptor-interacting 
protein 2) via CARD-CARD-Interaktion binden und eine Signalkaskade initiieren, die in der 
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFκB, AP1 (activator protein 1) und ebenso IRF3 und 
IRF7 resultiert, die wiederum proentzündliche Zytokine induzieren können (Correa, et al., 
2012). Die bekanntesten Vertreter dieser Gruppe sind die Proteine NOD1 (nucleotide-binding 
oligomerization domain) und NOD2, die spezifische Motive von bakteriellen Peptidoglycan in 
der Zellwand von gram-positiven Bakterien erkennen. NOD1 bindet beispielsweise direkt an 
iE-DAP (L-Ala-γ-D-Glu-meso-diaminopimelic acid) (Laroui, 2011) und NOD2 interagiert direkt 
mit MDP (Muramyldipeptid) (Mo, et al., 2012). 
Die NLRPs (nucleotide-binding oligomerization domain, leucine-rich repeat and pyrin domain-
containing) repräsentieren die größte Gruppe der NLRs und besitzen im Gegensatz zu den 
NLRCs N-terminal eine Pyrin-Domäne als Ligandenbinde-Domäne (Ting, et al., 2008; 
Tschopp, et al., 2003). Durch Bindung an ihre spezifischen Agonisten werden die 
verschiedenen NLRPs aktiviert und dies gipfelt in der Assemblierung der sog. Inflammasome. 
An die Ligandenbindung schließt sich die Oligomerisierung der NLRPs über ihre NOD-
Domäne an. Danach folgt entweder die Rekrutierung der proinflammatorischen Procaspase-1 
durch das Adapter-Protein ASC (apoptosis-associated speck-like protein conataining CARD) 
oder die Procaspase-1 interagiert durch CARD-CARD-Interaktion direkt mit bestimmten 










1.2.3 Inflammasome als Multiproteinkomplexe 
 
In den letzten Jahren zeichnete es sich immer mehr ab, dass Inflammasome als 
Schlüsselregulatoren der angeborenen und adaptiven Immunantwort fungieren, die das 
Zytosol und auch andere intrazelluläre Kompartimente auf die Anwesenheit von PAMPs und 
DAMPs überprüfen (Kanneganti, 2010; Lamkanfi and Dixit, 2009). Dieser Vorgang wurde in 
einer Vielzahl von Zelltypen charakterisiert, obwohl der Fokus hauptsächlich auf epithelialen 
Zellen in Geweben mit mucosalen Oberflächen und auf myeloiden Immunzellen lag.  
Inflammasome sind intrazelluläre Multiproteinkomplexe, die die Aktivierung der 
inflammatorischen Caspase-1 und Caspase-11 vermitteln (Kayagaki, et al., 2011; Martinon, et 
al., 2002). Bei diesem Vorgang kommt es zur Rekrutierung der bereits im Zytoplasma 
vorliegenden Caspase-Zymogene in den Proteinkomplex. Als Zymogen wird eine noch 
inaktive Vorstufe eines Enzyms bezeichnet. Es kommt zur konformativen Änderung der 
Struktur der Caspasen und schließlich zur Autoaktivierung dieser (Salvesen and Dixit, 1999; 
Shi, 2004). Die inflammatorischen Caspasen gehören zu der evolutionär stark konservierten 
Familie der Cystein-Proteasen, die in der Lage sind ihre Substrate nach einem Aspartatrest zu 
spalten (Alnemri, et al., 1996; Lamkanfi, et al., 2002). Diese Prozessierung kann zur 
Aktivierung oder auch Inaktivierung von Signalkaskaden, die bei der Regulierung des 
programmierten Zelltods involviert sind, führen. Außerdem können auch 
Differenzierungsprozesse und die Zellproliferation beeinflusst werden (Lamkanfi, et al., 2006). 
Caspase-1 und -11 werden wie Caspase-2, -4, -5, -8, -9, -10 und -12 auch als Initiator-
Caspasen bezeichnet, da sie zunächst als inaktive Zymogene mit langen Pro-Domänen 
vorliegen. Diese Pro-Domänen beinhalten typischerweise Motive der DD (death domain)-
Superfamilie, die für die Rekrutierung in große Proteinkomplexe wie das Apoptosom oder auch 
das Inflammasom unabdingbar sind (Lamkanfi and Dixit, 2009; Riedl and Salvesen, 2007). Die 
durch das Inflammasom initiierte Autokatalyse der Zymogene Procaspase-1 und -11 in ihre 
enzymatisch aktiven Proteasen führt nicht nur zur Induktion der proinflammatorischen Zytokine 
IL-1ß und IL-18 sondern kann beispielsweise auch in Pyroptose resultieren. Pyroptose ist ein 
Caspase-1 abhängiger programmierter Zelltod, der proinflammatorisch ist und sich 
dahingehend von Apoptose, Onkose und Autophagie unterscheidet. 
Es können zwei verschiedene Subgruppen von Inflammasomen unterschieden werden, zum 
einen sog. „canonical“ Inflammasome, bei denen Procaspase-1 prozessiert wird und zum 
anderen ein sog. „non-canonical“ Inflammasom bei dem die Aktivierung von Procaspase-11 
eingeleitet wird (Kayagaki, et al., 2011; Martinon, et al., 2002).  
Bei der Aktivierung dieses „non-canonical“ Inflammasoms kommt es zur Induktion von Zelltod 
und zur Sekretion von IL-1α und IL-1β als Antwort auf die Infektion mit gram-negativen 
Pathogenen, wie Escherichia coli und Vibrio cholera oder bestimmten Toxinen wie die Cholera 
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Toxin B-Untereinheit (Broz, et al., 2012; Gurung, et al., 2012; Kayagaki, et al., 2011; Rathinam, 
et al., 2012). Caspase-11 wirkt außerdem bei der Nlrp3-abhängigen Aktivierung von Caspase-
1 und damit verbunden wieder bei der Sekretion von IL-1ß und der Induktion von Pyroptose 
mit. Caspase-11 ermöglicht weiterhin einen Nlrp3- und Caspase-1-unabhängigen 
Reaktionsweg, der zur Pyroptose und zur Sekretion von IL-1ß führt. Dieser Caspase-11-
abhängige, aber Caspase-1-unabhängige Weg ist für den LPS-induzierten septischen Schock 
in vivo verantwortlich (Broz, et al., 2012; Gurung, et al., 2012; Kayagaki, et al., 2011; Rathinam, 
et al., 2012; Wang, et al., 1998). Ferner konnte gezeigt werden, dass das Typ III-
Sekretionssystem von Legionella pneumophila und das Typ IV-Sekretionssystem von Yersinia 
pseudotuberculosis ebenfalls Caspase-11 aktivieren kann (Casson, et al., 2013) und 
schlussfolgernd auch virulente Bakterien zur Aktivierung von „non-canonical“ Inflammasomen 
führen können. 
Die „canonical“ Inflammasome sind multimere Komplexe, die ATP verbrauchen und eine 
doppelte Radstruktur mit 7- bis 8facher Symmetrie ausbilden (Duncan, et al., 2007; Faustin, 
et al., 2007; Riedl and Salvesen, 2007). Außerdem scheint die intrazelluläre Kalium-Ionen- 
Konzentration den Schwellenwert für die Aktivierung der Inflammasome zu bestimmen 
(Arlehamn, et al., 2010; Cain, et al., 2001; Munoz-Planillo, et al., 2013). Da zellulärer Stress 
oder Gewebeschäden mit Kalium-Ionen-Ausstrom assoziiert sind, wäre es möglich, dass die 
intrazelluläre Konzentration des Ions als Kontrollstelle für die Zelle fungiert, um eine 
versehentliche Aktivierung der Caspasen zu vermeiden.  
Es können verschiedene „canonical“ Inflammasome unterschieden werden, die nach dem 
involvierten NLR -oder ALR Protein benannt sind. Wahrscheinlich bilden im Menschen NLRP2, 
NLRP6, NLRP7, NLRP12 und das ALR Protein IFI16 Inflammasome, jedoch sind diese noch 
unzureichend untersucht. Dagegen konnten die vier Inflammasome mit dem ALR Protein AIM2 
und den NLRs NLRP1, NLRP3 und NLRC4 bereits detailliert in Aufbau und Funktion 









Abbildung 1.2.3.1 Übersicht über den Aufbau der am besten untersuchten „canonical“ 
Inflammasome und das „non-canonical“ Inflammasom. 
Die NLRs NLRP3, NLRP1B, NLRC4 und das ALR Protein AIM2 bilden „canonical“ Inflammasome, 
die zur Aktivierung von Procaspase-1 führen. Dabei sind NLRs gekennzeichnet durch das 
Vorhandensein einer NACHT-Domäne in Kombination mit einer variablen Anzahl von LRRs. 
Außerdem besitzen sie zumeist eine CARD- oder PY-Domäne. AIM2 besitzt eine N-terminale PY-
Domäne und C-terminal eine HIN200-Domäne. Dem murinen Nlrp1b fehlt die PY-Domäne des 
humanen Orthologs und wird autokatalytisch in dem FIIND-Motiv geschnitten.  
In dem „non-canonical“ Inflammasom vermittelt ein zurzeit noch unbekannter LPS-Sensor die 
Aktivierung von Procaspase-11. 
 
Das ALR Protein AIM2 ist im Zytosol lokalisiert (Burckstummer, et al., 2009) und ist durch 





























Francisella tularensis, Cytomegalovirus und Vaccinia Virus zu binden (Alnemri, 2010; 
Kanneganti, 2010) und somit schließlich das Inflammasom zu aktivieren. Mäuse die kein AIM2 
oder keine Caspase-1 besitzen, sind nicht in der Lage Infektionen durch F. tularensis, die zur 
sog. Tularämie führen, abzuwehren. Diese Tatsache unterstreicht die wichtige Rolle des AIM2 
Inflammasoms bei der Abwehr von mikrobiellen Keimen (Alnemri, 2010). Außerdem wirkt AIM2 
zusammen mit NLRP3 und NLRC4 bei einer Infektion mit Listeria monocytogenes mit 
(Rathinam and Fitzgerald, 2010; Sauer, et al., 2010; Wu, et al., 2010).  
Eine AIM2 Inflammsom-Akivierung in Makrophagen geht einher mit der Bildung eines großen 
pronukleären Aggregats oder auch „speck“ genannt (Jones, et al., 2010). Solche „specks“ 
konnten auch nach der Aktivierung der NLRP1-, NLRC4 und NLRP3 Inflammasome 
identifiziert werden (Broz, et al., 2010a; Broz, et al., 2010b; Van, et al., 2014). 
Höchstwahrscheinlich kommt es zur „speck“ Bildung, da PYD-Domänen von ASC 
sternenförmig polymerisieren und somit als Plattform für die Caspase-1-Oligomerisierung 
dienen (Cai, et al., 2014; Lu, et al., 2014). Dabei binden AIM2 und NLRP3 das Protein ASC 
durch ihre PY-Domänen und NLRC4 durch seine CARD-Domäne. Dies führt zur Ausbildung 
von verzweigten Filamenten aus ASC-Molekülen. Die „speck“ Bildung ist jedoch keine 
absolute Voraussetzung für die Inflammasom-Aktivierung, denn bei einer Infektion von 
Mäusen mit S. Typhimurium konnte auch in Abwesenheit von ASC Caspase-1 aktiviert und 
Pyroptose induziert werden (Broz, et al., 2010b; Van, et al., 2014).   
Das NLRP1 Inflammasom wird aktiviert durch den Zellwandbestandteil von gram-positiven 
Bakterien MDP und durch das letale Toxin (LT) von Bacillus anthracis (Boyden and Dietrich, 
2006; Bruey, et al., 2007). Das LT ist ein Zwei-Komponenten-Toxin, bei dem die schützende 
Antigen-Untereinheit den Zugang für den sog. letalen Faktor (lethal factor, LF) in das Zytosol 
von infizierten Wirtszellen ermöglicht.  
Menschen exprimieren NLRP1 von einem einzelnen Gen, wohingegen das murine Genom für 
drei Gene kodiert (Nlrp1a, Nlrp1b, Nlrp1c). Ein wichtiger Unterschied dabei ist, dass das 
murine Nlrp1 kein PYD-Motiv am N-Terminus besitzt. Nlrp1b ist wahrscheinlich der Hauptlokus 
für LT-induzierte Caspase-1 Aktivierung und -Induktion von Pyroptose (Boyden and Dietrich, 
2006). Denn zum einen sind Makrophagen von dem Mausstamm 129S1 anfällig für eine LF 
Infektion und exprimieren zwar Nlrp1b, aber nicht Nlrp1a oder Nlrp1c. Zum anderen ist der 
Genlokus Nlrp1b hoch polymorph, denn es konnten fünf verschiedenen Genvarianten 
innerhalb von 18 Inzuchtmausstämmen gefunden werden. Außerdem sind C57BL/6 Mäuse 
resistent gegenüber einer Infektion mit B. anthracis und tragen ein funktionelles Nlrp1b Allel. 
Dagegen können C57BL/6 Mäuse (wt (Wildtyp)-Mäuse (black 6 j strain)), die transgen ein 
funktionelles Nlrp1b Gen exprimieren, LF-induziert Caspase-1 aktivieren und Pyroptose 
induzieren (Boyden and Dietrich, 2006).  Zunächst wurde angenommen, dass Nlrp1b an den 
zytosolischen LF bindet, aber dann konnte gezeigt werden, dass die Metalloprotease-Aktivität 
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des LF für die Erkennung benötigt wird (Fink, et al., 2008). Weitere Studien konnten 
anschließend zeigen, dass das LT Nlrp1b nahe am N-Terminus schneidet (Chavarria-Smith 
and Vance, 2013; Hellmich, et al., 2012), wie jedoch die Entfernung eines so kurzen (4 kDa) 
Peptids die Inflammasom-Aktivierung auslösen kann, muss weiterführend noch geklärt 
werden.  
Ebenso wie Nlrp1b besitzt NLRC4 eine CARD-Domäne, mit der das Protein mit Caspase-1 
direkt interagieren kann (Poyet, et al., 2001) und dies erklärt wahrscheinlich auch, warum das 
Adapter-Protein ASC entbehrlich für die NLRC4-induzierte Pyroptose ist (Mariathasan, et al., 
2004). Andererseits könnte ASC die Rekrutierung von Caspase-1 in das Nlrc4 Inflammasom 
begünstigen und stabilisieren, denn es ist entscheidend für die Autoprozessierung von 
Caspase-1 und die Sekretion von reifem IL-1ß und IL-18 in diesem Inflammasom (Broz, et al., 
2010b; Mariathasan, et al., 2004; Van, et al., 2014).  
NLRC4 erkennt auf der einen Seite Flagellin, welches in der Zellwand von pathogenen 
Bakterien verankert ist und die Beweglichkeit des Bakteriums ermöglicht. Auf der anderen 
Seite reagiert NLRC4 auf Proteine des bakteriellen Typ III -und Typ IV-Sekretionssystems, die 
zur Injektion verschiedene Virulenzfaktoren in die Wirtszelle führen (Amer, et al., 2006; 
Franchi, et al., 2006; Miao, et al., 2010b; Miao, et al., 2006). Somit stellt das NLRC4 
Inflammasom eine wichtige Komponente bei der Abwehr fakultativ intrazellulärer Pathogene 
wie Salmonella Typhimurium, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia 
thailandensis und Legionella pneumophila dar (Lamkanfi and Dixit, 2012). Bei der Aktivierung 
von NLRC4 sind außerdem Naip (neuronal apoptosis inhibitory protein) Proteine, eine weitere 
Unterfamilie der NLRs, beteiligt (Kofoed and Vance, 2011; Rayamajhi, et al., 2013; Yang, et 
al., 2013; Zhao, et al., 2011). Diese können an verschiedene bakterielle Liganden binden und 
dadurch möglicherweise im Anschluss ebenfalls mit NLRC4 interagieren und die Aktivierung 
der Caspase-1 begünstigen (Zhao, et al., 2011). Die genaue Abfolge der Aktivierung des 
NLRC4 Inflammasoms ist aber noch nicht im Detail aufgeklärt und bedarf weiterer 
Untersuchungen.   
 
1.2.4 Das NLRP3-Inflammasom 
 
Das NLRP3 Inflammasom ist das am besten charakterisierte Inflammsom, welches aus einem 
Multi-Protein-Komplex aus NLRP3, ASC und Caspase-1 zusammengesetzt ist und durch eine 
Reihe von bakteriellen, viralen und fungalen Pathogenen, Poren-formenden Toxinen, 
Kristallen, Aggregaten und DAMPs aktiviert wird (Lamkanfi and Dixit, 2012). Es ist 
wahrscheinlich, dass die Erkennung einer so großen Anzahl und Diversität an Agenzien nicht 
auf direktem Wege erfolgen kann, sondern eher indirekt. Es könnte das Level der vom Wirt 
produzierten DAMPs überwacht werden, die durch Zell- oder Gewebeschädigung durch 
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Toxine oder andere infektiöse Agenzien injiziert werden (Lamkanfi and Dixit, 2009). 
Tatsächlich aktivieren genau solche DAMPs wie ATP, Harnsäurekristalle, Amyloid-ß-Fibrillen 
und Hyaluron das NLRP3-Inflamasom (Halle, et al., 2008; Mariathasan, et al., 2006; Martinon, 
et al., 2006; Yamasaki, et al., 2009). Kristalline Partikel wie Alaun, Silicia und Asbest könnten 
ebenfalls NLRP3 aktivieren (Tschopp and Schroder, 2010). Durch die zahlreichen potentiell 
aktivierenden Moleküle muss die NLRP3 Aktivierung sehr strikt auf mehreren Ebenen reguliert 
werden. Zum einen ist NLRP3 anders als bei anderen Inflammasomen in naiven Makrophagen 
und DCs in sehr geringen Konzentrationen exprimiert und somit muss es zunächst zu einer 
NFκB-induzierten Aufregulierung des NLRP3- und pro-IL-1ß-Transkripts kommen 
(Bauernfeind and Hornung, 2013). Außerdem ist dieses sog. „Priming“ alleine nicht 
ausreichend, denn eine NLRP3 Inflammasom-Aktivierung findet ausschließlich in TLR-
aktivierten Zellen statt, die anschließend bakteriellen Toxinen, DAMPs oder kristallinen 
Substanzen ausgesetzt sein müssen (Lamkanfi and Dixit, 2009; Lamkanfi and Dixit, 2012; 
Tschopp and Schroder, 2010). Dieses zweite Signal führt dann schließlich zur Aktivierung von 
Caspase-1. Weiterhin wurde die kurze Stimulation von TLR4, die nicht mit einer induzierten 
Proteinsynthese einhergeht, als ein alternatives erstes Signal für die anschließende 
Aktivierung von NLRP3 durch ATP entdeckt (Fernandes-Alnemri, et al., 2013; Juliana, et al., 
2012; Lin, et al., 2014). Ferner konnte gezeigt werden, dass die Deubiquitinierung von NLRP3 
für den Zusammenbau und die Aktivierung des Inflammasoms als zweites Signal benötigt wird 
(Juliana, et al., 2012; Lopez-Castejon, et al., 2013; Py, et al., 2013). Ob dieser Auslöser aber 
zu einer Relokalisation von NLRP3 führt, konformative Änderungen des Proteins induziert oder 
auf andere Weise NLRP3 beeinflusst, ist bis jetzt noch nicht bekannt.    
 
Somit stellt die Aktivierung der Caspase-1 durch das NLRP3 Inflammasom einen mehrstufigen 
Prozess dar (Abbildung 1.2.4.1). Das erste Signal wird ausgelöst, wenn ein IL-1R-, TNF- oder 
ein TLR-Ligand an seinen passenden Rezeptor bindet und dies führt zur Translokation von 
NFκB in den Kern mit einhergehender Expression von NLRP3, pro-IL-1ß  und pro-IL-18. Das 
zweite Signal schließt den Zusammenbau des NLRP3 Inflammasoms mit ein, bei dem nach 
der Oligomerisierung von NLRP3 die Moleküle ASC und Procaspase-1 rekrutiert werden. 
NLRP3 kann durch seine PY-Domäne eine homotypische Bindung mit ASC eingehen. ASC 
dient anschließend als Adaptor-Molekül, da es durch seine CARD-Domäne wiederum 
Procaspase-1 binden kann. Daran anschließend folgt die Autoprozessierung von Procaspase-
1 zur enzymatisch aktiven Caspase-1 und dies führt schließlich zur Prozessierung der Zytokine 
pro-IL-1ß und pro-IL-18 und zur Sekretion der reifen Varianten IL-1ß und IL-18 (Bauernfeind, 
et al., 2009; Dinarello, 2009; Martinon, et al., 2002).  
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Abbildung 1.2.4.1 Modell der Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms.  
Die Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms erfolgt über zwei Signale. Das erste Signal erfolgt über PRRs 
oder Zytokinrezeptoren und führt über Translokation von NFκB in den Nukleus zur Expression von 
NLRP3, pro-IL-1ß und pro-IL-18. Das zweite Signal wird entweder durch einen K+-Ionen-Ausstrom aus 
der Zelle bereitgestellt oder durch mtROS-Produktion in der Zelle. Weiterhin kann durch die Freisetzung 
von lysosomalen Cathepsin B die Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms erfolgen. Dabei kommt es zur 
Rekrutierung des Adapters ASC und der Procaspase-1 und folgend zur Autoprozessierung des 
Zymogens zur aktiven Caspase-1 und zur Umsetzung von pro-IL-1ß und pro-IL-18. Schließlich werden 
die aktiven proinflammatorischen Zytokine IL-1ß und IL-18 aus der Zelle sekretiert.  
 
Obwohl der genaue Ablauf der Aktivierung von NLRP3 noch unzureichend geklärt ist, gibt es 
inzwischen mehrere mögliche Mechanismen, die diskutiert werden. Zum einen könnte ein K+-
Ionen-Ausstrom vermittelt durch den P2X7-Rezeptor und andere Ionenkanäle oder aber andere 
Poren-formende Toxine wie Nigericin, Maitotoxin und Hämolysin für die Aktivierung 
verantwortlich sein (Franchi, et al., 2007; Perregaux and Gabel, 1994; Petrilli, et al., 2007; 
Walev, et al., 1995). Eine zweite Möglichkeit könnte die Produktion von mitochondrialen (mt) 
ROS (reactive oxygen species, ROS) sein, denn alle NLRP3-aktivierenden Moleküle 
induzieren ROS Produktion in Makrophagen und Monozyten (Cruz, et al., 2007; Zhou, et al., 
2011). Bei der Aktivierung von TLRs werden ROS induziert, jedoch kann dadurch allein nicht 
das NLRP3 Inflammasom aktiviert werden. Dafür würde ein zweiter Stimulus benötigt werden. 
Außerdem implizieren Studien, dass die Produktion von mtROS eher mit der NFκB-

































werden kann (Bauernfeind, et al., 2011). Das dritte Modell schlägt vor, dass durch die 
Destabilisierung von Phagosomen und die Freisetzung von lysosomalen Cathepsinen in das 
Zytosol eine Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms ausgelöst wird (Hornung, et al., 2008). 
Weiterhin wird diskutiert, ob die Freisetzung von mitochondrialer DNA oder des 
mitochondriellen Phospholipids Cardiolipin an der Induktion dieses Inflammasoms beteiligt ist 
(Iyer, et al., 2013; Nakahira, et al., 2011; Shimada, et al., 2012). Trotz der vielen möglichen 
Hypothesen zur Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms, bleiben die genauen 
Zusammenhänge und detaillierten molekularen Mechanismen weiterhin relativ unklar und es 
bedarf weiterer Untersuchungen. 
 
1.2.5 Metabolische Krankheiten, die mit Inflammasom-Aktivität assoziiert 
werden 
 
Gestörte Inflammasom-Aktivierung und -Weiterleitung trägt zu der Symptomatik vieler 
Infektionen (Lamkanfi and Dixit, 2011) und auch Autoimmunerkrankungen (Lamkanfi and Dixit, 
2012; Strowig, et al., 2012) bei. Desweiteren können mit der Deregulierung der Inflammasom-
Aktivierung auch metabolische Krankheiten wie Gicht (Kingsbury, et al., 2011) und Typ-II 
Diabetes (Jourdan, et al., 2013; Masters, et al., 2010) in Zusammenhang gebracht werden.  
Gicht gehört zu den am längsten bekannten Krankheiten im Menschen und stellt eine 
inflammatorische Arthritis, die durch eine Ablagerung von Monosodiumurat (MSU)-Kristallen 
in Gelenken und bursalen Geweben ausgelöst wird, dar (Kingsbury, et al., 2011). Es konnte 
gezeigt werden, dass bei der Erkennung von MSU-Kristallen das NLRP3 Inflammasom eine 
entscheidende Rolle spielt (Martinon, et al., 2006). Dabei wurde festgestellt, dass in 
peritonealen Makrophagen, die von Mäusen mit einer Defizienz in den Komponenten des 
NLRP3 Inflammasoms ASC, Procaspase-1 oder Nlrp3 abstammen, kein matures IL-1ß nach 
der Inkubation mit MSU-Kristallen sekretiert wurde. Peritoneale Makrophagen von WT-
Mäusen dagegen konnten matures IL-1ß sekretieren. Zusätzlich wurde in dieser Studie 
gezeigt, dass keiner der TLRs, die normalerweise für die Weiterleitung von Gefahrensignalen 
auf der Zelloberfläche verantwortlich sind, einen signifikanten Einfluss auf die Weiterleitung 
von MSU-Kristallen haben. Weiterführend konnten Mäuse mit einer Defizienz für TLR2 und 
TLR4 nicht vor einer Entzündung mit MSU-Kristallen geschützt werden (Chen, et al., 2006). 
Stattdessen scheint die Phagozytose dieser Kristalle einhergehend mit einer Induktion von 
ROS, einem Ausstrom von K+-Ionen und einer Freisetzung von Cathepsin-B für die 
Prozessierung von reifem IL-1ß entscheidend zu sein (Hornung, et al., 2008; Kingsbury, et al., 
2011). Außerdem konnten Gichtpatienten mit einem rekombinanten IL-1R-Antagonisten 
erfolgreich behandelt werden und dies ist ein weiteres Indiz für den Zusammenhang von Gicht 
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mit einer fehlgesteuerten Aktivierung des Inflammasoms (Sidiropoulos, et al., 2008; So, et al., 
2007). 
Weiterhin stellt der Typ-II Diabetes ein immer größeres Problem für die Weltbevölkerung dar. 
Der Anteil der an Diabetes mellitus Erkrankten in der deutschen Bevölkerung stieg 
beispielsweise von 1989 bis 2007 von 5,9 % auf 8,9 % (Diabetes, 2010). Darüber hinaus sind 
mit dieser Krankheit meist drastische kardiovaskuläre Komplikationen verbunden (Donath and 
Shoelson, 2011). Typ-II Diabetes ist durch eine Insulinresistenz der Zellen und eine Störung 
der ß-Zellen der Bauchspeicheldrüse gekennzeichnet (Kahn, et al., 2006). Diese Störung geht 
einher mit einem fortschreitenden Verlust der Insulinfreigabe der Inselzellen und dieser 
wiederum ist verantwortlich für die immer weiter steigenden Glucosekonzentrationen im Blut 
ohne Behandlung. Gerade adipöse Menschen haben eine sehr hohe Prävalenz für die 
Ausbildung von Typ-II Diabetes, denn Adipositas ist meist verbunden mit erhöhten 
Konzentrationen von Ceramiden (Vandanmagsar, et al., 2011), FFAs (free fatty acids) (Wen, 
et al., 2011) und Cholesterin-Kristallen (Duewell, et al., 2010). Diese unterschiedlichen 
Moleküle können zur Aktivierung des Inflammasoms führen und folgend eine Entzündung 
auslösen, die durch die proinflammatorischen Zytokine IL-1ß und IL-18 vermittelt wird 
(Duewell, et al., 2010). Außerdem kommt es in pankreatischen Zellen zur einer Ablagerung 
von Amyloiden (Clark, et al., 1988), wobei vor allem das Insel-Amyloid-Peptid (islet amyloid 
peptide, IAAP) zur Aktivierung von NLRP3 und Caspase-1 führt und im Anschluss an die 
Aktivierung des Inflammasoms mit dem Adapter ASC kolokalisierte (Masters, et al., 2010). Das 
folgend sekretierte IL-1ß führt dann schließlich zu einer Störung der Funktionalität der ß-Zellen 
und gipfelt schließlich in der Apoptose dieser (Bendtzen, et al., 1986; Masters, et al., 2010). In 
einer anderen Studie wurden MDMs (moncyte-derived macrophages) von unbehandelten Typ-
II Diabetes Patienten untersucht und ein erhöhtes mRNA- und Proteinlevel von NLRP3, ASC 
und eine vermehrte Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1ß festgestellt (Lee, 
et al., 2013). In einer klinischen Studie konnten Patienten mit Typ-II Diabetes schließlich mit 
der Blockade des IL-1-Rezeptors erfolgreich behandelt werden und es kam zu einer 
Steigerung der Insulinsekretion der ß-Zellen (Larsen, et al., 2007).  
All diese Untersuchungen zeigen, dass auch metabolische Krankheiten, wie die Gicht und der 
Typ-II Diabetes, mit einer fehlgesteuerten Inflammasom-Aktivierung assoziiert sein können.   
 
1.2.6 Inflammasom-assoziierte autoinflammatorische Erkrankungen 
 
Der menschliche Organismus wird durch die Effektoren der angeborenen und adaptiven 
Immunität vor eindringenden Mikroorganismen geschützt, die komplexen 
Kontrollmechanismen unterliegen. Aber eine Störung der Kontrollstationen kann zu einer 
Fehlsteuerung dieser Effektoren führen und eine Schädigung von körpereigenem Gewebe zur 
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Folge haben. Zum einen kann durch verschiedene Mutationen das angeborene Immunsystem 
konstitutiv aktiviert werden oder die Schwelle für entzündliche Reaktionen der angeborenen 
Immunität stark herabgesetzt sein und dies resultiert in sog. Autoinflammatorisch bedingten 
Krankheiten. Natürlich können auch adaptive Effektormechanismen auf vielfältige Weise 
Fehlregulationen verursachen. Dies kann unter anderem zu einem Verlust der Selbsttoleranz 
gegenüber körpereigenen Strukturen führen und sich ebenfalls in autoimmun bedingten 
Krankheiten wiederspiegeln. Im gesunden Organismus wird eine Gewebeschädigung durch 
die Mechanismen der peripheren und zentralen Toleranz unterbunden. Jedoch ist die 
Eliminierung von autoreaktiven T- und B-Zellen während des Reifeprozesses in den primär 
lymphatischen Organen (zentrale Toleranz) nicht zu 100 % genau und dadurch kann auch 
eine geringe Anzahl an autoreaktiven Zellen im Gewebe existieren. Bei der peripheren 
Toleranz können diese Zellen beispielsweise beim Ausbleiben von Pathogen-induzierten 
Aktivierungssignalen in einen Zustand der Anergie versetzt oder Apoptose induziert werden. 
Es können jedoch vielfältige Defekte zum Zusammenbruch der Selbsttoleranz und zur 
Existenz von autoreaktiven Lymphozyten führen. Neben autoreaktiven T-Zellen sind 
Autoimmunerkrankungen durch hohe Titer von Autoantikörpern gekennzeichnet. Bei 
autoinflammatorischen Erkrankungen dagegen kommt es zu keiner Bildung von 
Autoantikörpern und es sind vorwiegend neutrophile Granulozyten und Makrophagen involviert 
(Kastner, et al., 2010; McDermott, et al., 1999; Savic, et al., 2012). Da beide Teile des 
Immunsystems funktionell stark miteinander assoziiert sind, beruht die Pathogenese vieler 
primär endogen-induzierten entzündlichen Erkrankungen auf einem Zusammenwirken von 
autoreaktiven Lymphozyten und dem angeborenen Immunsystem. In den letzten Jahren 
wurden dadurch bedingt immunologische Erkrankungen in einem kontinuierlichem Spektrum 
abgebildet, bei dem die seltenen monogenen autoinflammatorischen Erkrankungen am einen 
Ende zu finden sind und monogen autoimmun verursachte Krankheitsbilder am anderen 
(McGonagle and McDermott, 2006). Weiterhin sind klassische polygenetische 
Autoimmunerkrankungen wie das Sjögren-Syndrom oder rheumatoide Arthritis, polygenetisch 
autoinflammatorische Erkrankungen wie Gicht oder Morbus Crohn und natürlich auch 
gemischt beeinflusste Krankheiten wie Psoriasis in diesem Kontinuum vertreten. 
Da die Aktivierung des Inflammasoms den initialen Schritt für die Prozessierung und Sekretion 
der proinflammatorischen Zytokine pro-IL-1ß und pro-IL-18 darstellt, kann eine Fehlsteuerung, 
bedingt durch beispielsweise Mutationen in den Inflammasom-Komponenten, zur Ausbildung 
von autoinflammatorischen Krankheitsbildern führen (Abbildung 1.2.6.1). 
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Abbildung 1.2.6.1 Übersicht über Inflammasom-Komponenten und Inflammasom-assoziierte 
Proteine, bei denen Mutationen zur Ausbildung von autoinflammatorischen Erkrankungen 
führen können. 
NLRP3 kann nach Aktivierung mit ASC interagieren und schließlich mit Procaspase-1 das NLRP3 
Inflammasom bilden. Pro-IL-1ß und Pro-IL-18 werden von der aktivierten Caspase-1 in deren mature 
Formen überführt. Pyrin und PSTPIP1 sind wahrscheinlich für die Regulierung und Kontrolle der 
Inflammasom-Aktivierung wichtig. Mutierte Varianten dieser Proteine führen zur Ausbildung 
verschiedener autoinflammatorischer Erkrankungen. 
 
1.2.6.1 Das Cryoporin-assoziierte periodische Syndrom (CAPS) 
 
Als CAPS-Erkrankungen, werden all diejenigen Erkrankungen zusammengefasst, bei der eine 
Mutation im NLRP3-Gen, welches für das Protein NLRP3 oder auch als Cryoporin bezeichnet,  
zugrunde liegt (Goldbach-Mansky and Kastner, 2009). Dabei sind stark erhöhte 
Konzentrationen von maturem IL-1ß zu verzeichnen, die durch eine fehlgesteuerte NLRP3 
Inflammasom-Aktivierung induziert werden (Goldbach-Mansky, 2012; Lachmann, et al., 2009). 
Obwohl die genauen molekularen Mechanismen, die zum Ausbruch von CAPS-Erkrankungen 
führen, noch unzureichend geklärt sind, könnte es entweder zu einer spontanen 
Assemblierung des NLRP3 Inflammasoms oder aber zu einer konstitutiven Aktivierung 
kommen (Dowds, et al., 2004; Lamkanfi, et al., 2011).  
CAPS-Erkrankungen sind alle autosomal dominant ausgeprägt und umfassen ein klinisches 
Kontinuum aus drei CAPS-Untergruppen, die sich stark im Schweregrad unterscheiden aber 
ähnliche Symptome, wie erhöhte Akutphasen-Proteinlevel, urtikariale Hautausschläge oder 
aber auch Fieberschübe aufweisen (Aksentijevich, et al., 2007).  
Das sog. NOMID (neonatal-onset multisystem inflammatory disease) (Aksentijevich, et al., 
2002) hat die schwerste Ausprägung und durch ernsthafte Entzündungen des zentralen 
Nervensystems sind die Patienten vielseitig eingeschränkt. Sie können durch eine 
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fortschreitende Zerstörung der entsprechenden Nerven taub oder blind werden. Des Weiteren 
ist NOMID mit einer Entwicklungsverzögerung (Goldbach-Mansky and Kastner, 2009; Prieur, 
et al., 1987), Meningitis und einer epiphysialen Hyperplasie einhergehend (Hill, et al., 2007). 
Das FCAS (familial cold autoinflammatory syndrome) (Feldmann, et al., 2002; Hoffman, et al., 
2001) dagegen besitzt die mildeste Ausprägung unter den CAPS-Erkrankungen. Die 
Symptome werden durch Kälte ausgelöst und können neben wiederkehrenden 
Fieberepisoden auch urtikariale Ausschläge, Arthralgie, Bindehautentzündung und 
Kopfschmerzen umfassen. Patienten mit dem sog. MWS (Muckle-Wells syndrome) (Hoffman, 
et al., 2001) leiden neben den Symptomen für FCAS auch unter Entzündungen des inneren 
Ohrs, die zu einem vollständigen Hörverlust führen können. Eine Amyloidose kann in MWS-
Patienten öfter beobachtet werden, als in FCAS-Patienten und stellt die gefährlichste 
Komplikation dieser Krankheit dar (Church, et al., 2008; Goldbach-Mansky, et al., 2006). 
 
1.2.6.2 Familian Mediterranean Fever (FMF) 
 
FMF ist die häufigste monogene autoinflammatorische Erkrankung, von der weltweit mehr als 
100.000 Menschen betroffen sind  (HELLER, et al., 1961). Diese Krankheit tritt autosomal 
rezessiv auf und wird hauptsächlich durch „missense“ Mutationen im MEFV Gen 
(Mediterranean fever), welches für das Pyrin Protein kodiert, ausgelöst (Consortium, 1997). 
Die Patienten leiden unter unvorhergesehenen Fieberepisoden, Peritonitis, Arthritis, Synovitis, 
Serositis und auch Entzündungen der Haut (Hoffman and Simon, 2009).  
Für eine klinische Ausprägung von FMF sind in dem meisten Fällen Mutationen beider Allele 
des MEFV Gens von Nöten (Ozkurede and Franchi, 2012), jedoch können in 20 % der FMF-
Patienten keinerlei Mutationen des MEFV Gens festgestellt werden. Dies führte zu der 
Schlussfolgerung, dass entweder die entsprechenden Mutationen dieser Patienten schwerer 
zu detektieren oder diese in anderen Genen zu finden sind (Hoffman and Simon, 2009; Lidar 
and Livneh, 2007; Ozkurede and Franchi, 2012).  
Pyrin beinhaltet fünf Domänen, darunter auch eine PY-Domäne (Taskiran, et al., 2012), mit 
der es mit ASC interagieren kann (Chae, et al., 2003; Dowds, et al., 2003; Papin, et al., 2007; 
Richards, et al., 2001). Durch diese Interaktion könnte die Inflammasom-Aktivierung 
kontrolliert werden und dabei Pyrin als ein negativer Regulator dienen. Dieser Vorgang könnte 
in Patienten, mit mutiertem Pyrin beeinträchtigt sein (Kanazawa, 2012). Außerdem besitzt 
Pyrin eine B30.2-Domäne (Taskiran, et al., 2012), die mit Caspase-1 interagieren kann. In 
diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression dieser Domäne 
die enzymatische Aktivität der Caspase-1 inhibieren kann (Papin, et al., 2007). Da die meisten 
Mutationen der Patienten in dieser Domäne lokalisiert sind (Ozkurede and Franchi, 2012) und 
es gezeigt werden konnte, dass eine mutierte B30.2-Domäne eine reduzierte 
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Bindungskapazität zu Caspase-1 aufweist (Chae, et al., 2006; Papin, et al., 2007), könnte bei 
den Patienten eine geringere Kontrolle der Aktivierung der Caspase-1 vorherrschen und damit 
verbunden eine gesteigerte Caspase-1 Aktivierung.  
Im Gegensatz dazu wurde in anderen Studien allerdings eine aktivierende Funktion gegenüber 
Inflammasomen-Komponenten gezeigt (Chae, et al., 2011; Kingsbury, et al., 2011; Seshadri, 
et al., 2007; Yu, et al., 2007). Die zwei unterschiedlichen Funktionen des Pyrin Proteins weisen 
darauf hin, dass die Pathogenese von FMF immer noch unzureichend geklärt ist. 
 
1.2.6.3 Pyogenic arthritis, pyoderma gangrenosum and acne syndrome 
(PAPA) 
 
Weiterhin existiert die sog. PAPA-Krankheit, die indirekt mit dem Inflammasom assoziiert ist. 
Die Patienten leiden unter ernsthaften Entzündungen der Haut, beispielsweise unter 
Pyoderma gangrenosum (Smith, et al., 2010). PAPA wird durch Mutationen im PSTIP1 
(proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 1) Gen verursacht, welches für das 
Zytoskelett-organisierende Protein PSTPIP1 kodiert (Shoham, et al., 2003; Wise, et al., 2002). 
Das mutierte Protein zeigt eine gesteigerte Bindungsfähigkeit mit Pyrin. Wie in 1.2.6.2 bereits 
beschrieben, kann Pyrin durch eine mögliche Aktivierung des Inflammasoms oder des 
Pyroptosoms zu einer Entzündung beitragen (Yu, et al., 2007). PSTPIP1 könnte in diesem 
Zusammenhang als Regulator von Pyrin fungieren. Durch PSTPIP1 vermittelt, könnte 
beispielsweise Pyrin verstärkt mit ASC interagieren (Smith, et al., 2010; Waite, et al., 2009b). 
Aus der länger anhaltenden und gleichzeitig verstärkten Bindung von PSTPIP1 mit Pyrin 
würde eine erhöhte Sekretion von IL-1ß resultieren und damit schlussendlich mit einer 
verstärken Entzündungsreaktion einhergehen (Smith, et al., 2010). Es wäre aber auch 
denkbar, dass PSTPIP1 selbst als Regulator von Inflammasomen- und Pyroptosom-Aktivität 
fungiert. Durch eine verlängerte Bindung mit Pyrin könnte eine Veränderung der intrazellulären 
Verteilung von PSTPIP1 die Folge sein und dies würde wiederum zu einer veränderten 
Aktivität der Inflammasomen führen (Smith, et al., 2010; Waite, et al., 2009a; Waite, et al., 
2009b). Außerdem wäre es denkbar, dass eine verstärkte Bindung von PSTPIP1 mit Pyrin den 
negativen regulatorischen Effekt von Pyrin auf Inflammasome beeinträchtigen und dadurch 




1.3.1 Caspasen im Allgemeinen 
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Caspasen (cysteine aspartic acid proteases) sind hoch konservierte Cysteinproteasen, die 
eine wichtige Rolle bei der Apoptose, der Entwicklung des Organismus und bei 
Entzündungsreaktionen spielen (Lamkanfi, et al., 2006; Martinon, et al., 2009). Im Allgemeinen 
existieren Caspasen als inaktive Proenzyme in der Zelle, die entweder durch proteolytische 
Spaltung oder durch Oligomerisierung in einen aktiven Zustand übergehen (Boatright, et al., 
2003). Alle Caspasen bestehen aus einer 3- bis 24 kDa großen N-terminalen Pro-Domäne, 
einer 17- bis 21 kDa großen zentralen Domäne und schließlich einer 10- bis 13 kDa kleinen 
katalytischen C-terminalen Domäne. Außerdem besitzen alle Caspasen einen aktiven 
Cysteinrest in ihrer zentralen Domäne und können nach erfolgter Aktivierung ihre Substrate 
hochspezifisch nach einem Aspartatrest schneiden (Alnemri, et al., 1996; Lamkanfi, et al., 
2002). Caspasen können nach ihrer biologischen Funktion in apoptotische Initiator-Caspasen, 
apoptotische Effektor-Caspasen oder in inflammatorische Caspasen eingeteilt werden (Yazdi, 
et al., 2010). Die Initiator-Caspasen und die inflammatorischen Caspasen besitzen große Pro-
Domänen und an ihrer autoproteolytischen Aktivierung sind Multiproteinkomplexe wie das 
Apoptosom oder Inflammasom beteiligt (Lamkanfi and Dixit, 2009; Riedl and Salvesen, 2007). 
Die apoptotischen Effektor-Caspasen (Caspase-3, -6 und -7) besitzen dagegen nur eine kleine 
Pro-Domäne und ihre Aktivierung erfolgt durch die vorgeschalteten apoptotischen Initiator-
Caspasen (Caspase-2, -8, -9 und -10) (Pop and Salvesen, 2009). Diese Initiator-Caspasen 
besitzen entweder zwei DED-Domänen (death effector domain) (Caspase-8 und -10) oder eine 
einzelne CARD-Domäne (Caspase-2 und -9). Diese sind in ihren langen N-terminalen Pro-
Domänen lokalisiert (Yazdi, et al., 2010).  
Zu den inflammatorischen Caspasen gehören die humane Caspase-1, -4, -5 und -12 und die 
murine Caspase-1, -11 und -12 (Kersse, et al., 2007). Diese Caspasen besitzen eine einzelne 
CARD-Domäne am N-Terminus und wie ihr Name bereits suggeriert, sind sie in die Initiierung 
entzündlicher Immunantworten involviert. Die inflammatorischen Caspasen von Menschen, 
Affen, Schimpansen und auch von Nagetieren besitzen eine starke strukturelle Homologie und 
sind in einem einzelnen Gen-Lokus organisiert (Kersse, et al., 2007). Dabei sind die humane 
und die murine Form der Caspase-1 hoch konserviert, während Caspase-4 und Caspase-5 
durch einen Duplizierungsvorgang in der Evolution aus der Caspase-11 hervorgegangen sein 
sollen (Martinon and Tschopp, 2004). Somit stellt die Caspase-11 das murine Ortholog zu den 
humanen Caspase-4 und -5 dar. Die humane Caspase-12 dagegen weist durch eine 
phylogenetisch junge Mutation in dem Großteil der menschlichen Bevölkerung keine Aktivität 
auf (Kachapati, et al., 2006). 
Caspase-1 war die erste Säuger-Caspase, die beschrieben wurde (Black, et al., 1989) und 
diese wurde zunächst als ICE (interleukin-1ß-converting enzyme) bezeichnet, da sie die pro-
inflammatorischen Zytokine pro-IL-1ß und pro-IL-18 proteolytisch in ihre biologisch aktiven 
Formen überführen kann (Black, et al., 1989). 
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1.3.2 Der Caspase-1 Gen-Lokus und das Caspase-1 Gen 
 
Wie bereits in 1.3.1 erwähnt sind die inflammatorischen Caspasen von Mensch, Affe, 
Schimpanse und auch von Ratten und Mäusen in einem einzelnen Lokus organisiert (Kersse, 
et al., 2007). Der Lokus in Primaten kodiert für die vier Proteine Caspase-1, -4, -5 und -12, 
dagegen der Lokus in Nagern nur für die Caspase-1, -11 und-12.  
Der menschliche Lokus ist auf dem langen Arm (q22) des Chromosoms 11 lokalisiert und der 
murine an einer analogen Position auf dem Chromosom 9 (Cerretti, et al., 1994; Nett, et al., 
1992) (siehe Abbildung 1.3.2.1 A).  
Neben den inflammatorischen Caspasen kodiert das humane Genom in diesem Lokus ebenso 
für die drei CARD-only Proteine: COP (CARD-only Protein), INCA (inhibitory CARD) und 
ICEBERG, die eine starke Homologie zu der CARD-Domäne von Caspase-1 aufweisen 
(Druilhe, et al., 2001; Lamkanfi, et al., 2004a). Jedoch gibt es in der Maus oder Ratte keine 
orthologen Proteine zu diesen CARD-only Proteinen. Diese Proteine könnten durch 
Genduplikation nach der Unterteilung von Nagern und Säugern in der Evolution entstanden 
sein. Es konnte gezeigt werden, dass diese Proteine direkt mit Caspase-1 interagieren und 
dadurch ihre enzymatische Aktivität hemmen (Druilhe, et al., 2001; Humke, et al., 2000; 
Lamkanfi, et al., 2004a; Lee, et al., 2001; Razmara, et al., 2002). 
Das humane Gen kodiert für zehn Exons, wobei neun kodierend sind. Außerdem konnten 
mehrere Transkripte in verschiedenen humanen Zellen detektiert werden (Cerretti, et al., 1994; 
Thornberry, et al., 1992), wobei das Haupttranskript eine Größe von 1,4 kb besitzt und die 
anderen wohl alternative „Splice“-Produkte darstellen, da nur eine 
Transkriptionsinitiationsstelle gefunden werden konnte (Casano, et al., 1994). Das murine Gen 
weist ebenfalls zehn Exons auf, wobei nur die ersten neun kodierend sind. Weiterhin konnte 
in murinen Makrophagen-Zelllinien lediglich ein Transkript mit einer Größe von 1,4 kb 
detektiert werden (Molineaux, et al., 1993; Nett, et al., 1992).  
Außerdem wurde in der 5´Region des humanen und murinen Caspase-1-Gens weder eine 
TATA-Box, eine SP1-Bindungsstelle (specificity protein 1) oder eine CAAT-Box gefunden 
(Casano, et al., 1994; Cerretti, et al., 1994). Jedoch konnte eine 14 bp-Region um den 
Transkriptionsstart beider Gene detektiert werden, die komplett konserviert ist und dadurch 
eine Rolle bei der Initiation der Transkription spielen könnte (Casano, et al., 1994; Cerretti, et 
al., 1994). Eine Expression von humaner und muriner Caspase-1 ist nicht nur auf Zellen der 
monozytären Linie beschränkt, sondern wird auch in T-Zellen, B-Zellen und Neutrophilen 
exprimiert und konnte auch in Milz, Herz, Darm, Nebenniere und Gehirn detektiert werden 
(Casano, et al., 1994; Molineaux, et al., 1993; Nett, et al., 1992). 
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Abbildung 1.3.2.1 Übersicht über die Gen- und Proteinstruktur der Caspase-1  
A Übersicht über den Aufbau des humanen CASP1- und des murinen Casp1-Gens. Exons wurden mit 
Balken dargestellt, dabei weisen die intensiveren Farben auf kodierende Bereiche hin und die blasseren 
auf nicht kodierende Bereiche. Intronbereiche wurden mit Strichen verdeutlicht. 
B Prozessierungsprodukte der humanen Pro-Caspase-1 (p45) zu den p20- und p10-Untereinheiten. 
C Das humane Caspase-1 Tetramer, bestehend aus zwei p20/p10-Heterodimeren. 
 
1.3.3 Das Caspase-1 Protein 
 
Nicht nur die Transkripte von Caspase-1 konnten in erster Linie in Monozyten und 
Makrophagen detektiert werden, sondern auch das enzymatisch inaktive Protein Procaspase-
1 (Dinarello, 1998). Des Weiteren liegt das inaktive Zymogen auch in T-Lymphozyten, DCs 
und Keratinozyten vor (Feldmeyer, et al., 2007; Su, et al., 2004).  
Die humane und die murine Procaspase-1 weisen eine sehr hohe Homologie auf und die 
Aminosäuresequenz zwischen den zwei Proteinen ist zu 62 % identisch (Casano, et al., 1994). 
Caspase-1 besitzt wie alle inflammatorischen Caspasen eine lange N-terminale Pro-Domäne, 
die eine CARD-Domäne beinhaltet. Diese Domäne gehört zu der DD-Superfamilie und diese 
DD-Domänen sind im Allgemeinen durch etwa 90 Aminosäuren, die als sechs antiparallele 
amphipathische α–Helices angeordnet sind, gekenzeichnet (Park, et al., 2007). Die inaktive 
humane Procaspase-1 ist 45 kDa groß und wird durch Autoproteolyse nach Inflammasom-
Bildung aktiviert. Die verschiedenen Inflammasome (siehe 1.2.3) führen nach Aktivierung 
durch direkte oder indirekte Wechselwirkung zwei Procaspase-1 Moleküle in räumliche Nähe 
und ermöglichen somit die Autoproteolyse zur enzymatisch aktiven Caspase-1 (Pop and 
Salvesen, 2009). Dabei kommt es zur Abspaltung der ersten 119 Aminosäuren (AS) (inklusive 
der CARD-Domäne (AS 1-91)) und weiteren 18 Aminosäuren (p2). Dieses kleine Peptid p2 




















Caspase-1 (siehe Abbildung 1.3.2.1 B). Die funktionell aktive Caspase-1 besteht aus zwei p20/ 
p10-Heterodimeren, die zusammen ein Tetramer bilden (Romanowski, et al., 2004; Walker, et 
al., 1994; Wilson, et al., 1994) und durch Wasserstoffbrückenbindungen stabilisiert werden 
(Abbildung 1.3.2.1 C). Die kleinere p10-Untereinheit ist an der Formierung der 
Substratbindestelle beteiligt, während die größere p20-Untereinheit durch das Cystein an 
Position 285 zur Bildung des aktiven Zentrum beiträgt (Romanowski, et al., 2004; Walker, et 
al., 1994; Wilson, et al., 1994).  
 
1.3.4 Funktionen von Caspase-1 
 
1.3.4.1 Prozessierung der Zytokine pro-IL-1ß und pro-IL-18 
 
Die am längsten bekannte Funktion der aktiven Caspase-1 ist die proteolytische Spaltung der 
inflammatorischen Zytokine pro-IL-1ß und pro-IL-18 in ihre biologisch aktiven Formen 
(Martinon, et al., 2009). Pro-IL-18 wird konstitutiv in Makrophagen exprimiert, pro-IL-1ß 
hingegen liegt in monozytären Zellen nicht bereits im Zytoplasma vor, sondern muss erst durch 
NFκB-vermittelte Transkription gebildet werden (Dinarello, 2009). Durch die Erkennung 
verschiedener PAMPs und DAMPs durch PRRs der Zelle, wie beispielsweise des TLR-
Agonisten LPS, kann die Expression von pro-IL-1ß binnen Minuten induziert werden 
(Dinarello, 2009). Anschließend muss außerdem die im Zytoplasma als inaktives Zymogen 
vorliegende Procaspase-1 durch die Bildung des Multiproteinkomplexes Inflammasom 
rekrutiert und zur Autoproteolyse veranlasst werden (Thornberry, et al., 1992). Nach der 
Prozessierung der beiden Zytokine, werden diese aus der Zelle ausgeschleußt. Jedoch erfolgt 
die Sekretion nicht wie bei anderen Zytokinen über den klassischen ER-Golgi-Weg, da IL-1ß 
und IL-18 nach der Prozessierung durch aktive Caspase-1 als bioaktive Zytokine vorliegen 
(Lamkanfi, 2011). Dabei ist der genaue Mechanismus der Sekretion noch nicht ausreichend 
aufgeklärt. Gleichwohl existieren mehrere Modelle, wie eine mögliche Abschnürung von 
Mikrovesikeln von der Plasmamembran, die Ausschleußung durch membranständige 
Transportproteine oder eine eventuelle Exozytose durch sekretorische Lysosomen oder 
Exosomen (Eder, 2009).  
Das pyrogene IL-1ß begünstigt die Rekrutierung adaptiver TH1-Zellen und TH17-Zellen und 
ebenso die humorale Immunität (Dinarello, 2009). In vivo ist IL-1 vor allem für die Akutphasen-
Antwort verantwortlich, die sich in Fieber, Produktion von Akutphasen-Proteinen, 
Appetitlosigkeit und Schläfrigkeit äußert (Dinarello, 1996). IL-18 dagegen ist essentiell für die 
Produktion von IFN-γ und führt zur Expression von IL-17 in TH17 und in Kombination mit 
anderen Zytokinen zur Polarisation der T-Zellen zu einer TH1- oder TH2-Antwort (Dinarello, 
2009).  
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Entsprechend können durch die Prozessierung und Sekretion von pro-IL1ß und pro-IL18 durch 
aktive Caspase-1 T- und B-Zellen zur Stimulation, Proliferation und Differenzierung angeregt 
werden und damit entscheidend zu einer Immunantwort gegenüber verschiedenen Erregern 
beitragen (Shaw, et al., 2011). 
 
1.3.4.2  Induktion von Pyroptose 
 
Als Pyroptose bezeichnet man einen nicht homeostatischen und lytischen Prozess von Zelltod, 
der durch die enzymatische Aktivität von Caspase-1 oder -11 ausgelöst wird (Kayagaki, et al., 
2011). Pyroptose ist charakterisiert durch ein Anschwellen des Zytoplasmas, eine schnelle 
Bildung von Membranporen, eine Abgabe von Gefahrensignalen in das extrazellulärer Milieu 
und eine Induktion von proinflammatorischen Immunantworten (Fink and Cookson, 2006). 
Jedoch benötigt der Vorgang der Pyroptose im Gegensatz zu einer Apoptose kein 
Zusammenbrechen der mitochondrialen Integrität mit anschließender Freigabe von 
Cytochrom c und es sind keine apoptotischen Caspasen beteiligt (Bergsbaken, et al., 2009; 
Cervantes, et al., 2008). Aber während der Pyroptose ist eine Fragmentierung von DNA zu 
verzeichnen, welche jedoch nicht zwangsläufig ein Apoptose-typisches Bandenmuster 
aufzeigen muss und außerdem bleibt der Zellkern bei diesem Prozess intakt (Watson, et al., 
2000).  
Gleichwohl die zugrundeliegenden Mechanismen, die zu den vielseitigen Zellveränderungen 
führen noch relativ unklar sind, spielt die Pyroptose eine Schlüsselrolle bei der Abwehr von 
mikrobiellen Infektionen (Aachoui, et al., 2013; Case, et al., 2013a; Casson, et al., 2013; 
Kayagaki, et al., 2011; Miao, et al., 2010a). Es wird vermutet, dass die Replikation von 
intrazellulären Pathogenen durch die Beseitigung von infizierten Immunzellen blockiert wird, 
während gleichzeitig die Zerstörung der überlebenden Bakterien durch die Zirkulation von 
Phagozyten und Neutrophilen gefördert wird. Darüber hinaus könnte die Pyroptose die 
adaptive Immunantwort durch die Freigabe von Antigenen in den Extrazellularraum inklusive 
DAMPs wie IL-1α und HMGB1 beeinflussen.  
 
1.3.4.3  Aktivierung der Caspase-1 durch ER-Stress 
 
Eine weitere Funktion der Caspase-1 konnte identifiziert werden, indem in humanen und 
murinen Makrophagen ER-Stress durch pharmakologische Inhibition des ERs induziert wurde 
und folgend das NLRP3 Inflammasom und die Caspase-1 aktiviert wurden (Menu, et al., 2012). 
Dies führte zu einer erniedrigten Ubiquitinierungsrate, da das für die Ubiquitinierung von 
Proteinen notwendige Ring-Box-Protein-1 (RBX1) N-terminal gespalten wird (Schteingart, et 
al., 2012). Dies kann wiederum zur Störung von Regulierungsmechanismen des 
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Inflammasoms (Lopez-Castejon, et al., 2013) führen, denn beispielsweise nur deubiquitinertes 
NLRP3 ist zur Inflammasombildung befähigt (Py, et al., 2013). 
 
1.3.4.4  Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB 
 
Caspase-1 ist unabhängig von deren enzymatischer Aktivität in der Lage den 
Transkriptionsfaktor NFκB zu aktivieren (Lamkanfi, et al., 2004b). Für die Aktivierung ist 
ausschließlich die N-terminale CARD-Domäne der Procaspase-1 verantwortlich, denn durch 
eine homotypische Interaktion mit der C-terminalen CARD-Domäne der Kinase RIP2 wird 
diese aktiviert. Folgend aktiviert RIP2 den IKK (IκBα-Kinase-Komplex) und dies führt zur 
Aktivierung von NFκB (Hasegawa, et al., 2008). Außerdem konnte gezeigt werden, dass durch 
eine enzymatische inaktive Procaspase-1-Variante eine gesteigerten NFκB-Aktivierung 
verzeichnet werden kann (Kersse, et al., 2011; Lamkanfi, et al., 2004b; Sarkar, et al., 2006). 
Dieser von der Enzymaktivität unabhängige Signalweg bildet die Grundlage für das dieser 
Arbeit zugrundeliegende Pathogenesemodell (siehe 1.3.5).  
 
1.3.4.5 weitere Funktionen 
 
Darüber hinaus ist Caspase-1 auch für die Induktion von Reparaturmechanismen nach 
Zellmembranschäden verantwortlich. Dabei aktiviert Caspase-1 den Transkriptionsfaktor 
SREBP2 (sterol regulatory element-binding protein 2), der zu einer verstärkten Expression von 
Genen der Cholesterol- und Lipidbiosynthese führt (Gurcel, et al., 2006). Daraus resultieren 
erhöhte Konzentrationen von Lipiden und Cholesterol, die entscheidend für 
Membranreparaturmechanismen sind. Eine Inhibierung der Caspase-1 führt dabei zu einer 
erhöhten Zelltodrate und unterstützt die These der zellschützenden Wirkung von Caspase-1.  
Des Weiteren gilt Caspase-1 ebenfalls als ein Regulator für die unkonventionelle 
Proteinfreisetzung (Keller, et al., 2008; Nickel and Rabouille, 2009). In diesem Zusammenhang 
kann Caspase-1 als Gerüstprotein dienen, wobei die enzymatische Aktivität bei diesen 
Mechanismen nicht beteiligt ist (Gross, et al., 2012). 
 
Auch regulatorische bzw. antiinflammatorische Funktionen der Caspase-1 sind bekannt. Das 
Protein greift bspw. regulatorisch in die Autophagie-vermittelte Aktivierung von IFN-ß ein 
(Jabir, et al., 2014) und führt somit zu einer Abschwächung der immunologischen Antwort. 
Außerdem spielt Caspase-1 ein Rolle bei der Aktivierung und Translokation des 
antiinflammatorischen Zytokins IL-37 (Bulau, et al., 2014).  
  Einleitung





1.3.5 Caspase-1 Genvarianten und Entzündung 
 
In den letzten Jahren konnten in unserer Arbeitsgruppe erstmals homozygote, compound 
heterozygote und heterozygote Missense-Mutationen im CASP1-Gen identifiziert werden 
(Luksch, et al., 2013). Für diese Studie wurden Patienten mit unerklärlichen 
autoinflammatorischen Erkrankungen, die unter wiederkehrenden Fieberschüben leiden, 
herangezogen. Zunächst wurden alle Patienten, die eine Mutation in den wichtigen 
Kandidatengenen wie MEFV, NLRP3, MVK (Mevalonatkinase) und PSTPIP1 aufwiesen, 
ausgeschlossen. Des Weiteren wurden alle Patienten mit Autoantikörpern oder einer 
klassischen rheumatoiden Erkrankung ausgenommen. Danach folgte ein Screening der 
restlichen Patienten auf Mutationen der NLRP3 Inflammasom-Komponenten. Dabei wurden 
sieben verschiedene genetische Varianten von CASP1 gefunden (siehe Abbildung 1.3.5.1), 
die sich in Struktur, Stabilität und enzymatischer Aktivität von der WT-Form unterscheiden. 
Dabei ist zu beachten, dass die Caspase-1 Varianten statistisch signifikant häufiger in 
Patienten als in gesunden Kontrollpopulationen auftraten.  
 
 
Abbildung 1.3.5.1 Lokalisation der verschiedenen genetischen Varianten von CASP1 im Protein 
Procaspase-1. 
 
Die relativ frequenten Varianten N263S und K319R zeigten im Transfektionsmodell eine 
moderate Reduzierung der enzymatischen Aktivität von Caspase-1 und eine mögliche 
reduzierte Stabilität bei höheren Temperaturen. Auch die relativ häufig detektierte Variante 
R240Q zeigte eine sehr geringe Restenzymaktivität. Dagegen wiesen die sehr seltenen 
Varianten R221C, L265S, T267I und A329T überhaupt keine Restaktivität auf (Luksch, et al., 
2013). Außerdem wurden mit Blutproben der Patienten, die mit LPS und MDP stimuliert 
worden waren, ex vivo Zytokinmessungen durchgeführt und bei allen Patienten mit 
heterogenen Missense-Mutationen wurde signifikant weniger IL-1ß gemessen, als bei 
Familienmitgliedern die die WT-Form der Caspase-1 besitzen. Bei der homozygoten Variante 
R240Q hatte die IL-1ß-Produktion ein noch geringeres Ausmaß. Im Allgemeinen folgte die IL-
1α-Produktion der gleichen Tendenz wie die IL-1ß-Produktion. Dieser Fakt ist damit zu 
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erklären, dass die Caspase-1 zwar nicht für die Aktivierung von IL-1α benötigt wird, aber 
folgend für die Sekretion aus den Zellen (Keller, et al., 2008). Zusätzlich konnte bei den 
Patienten mit den Varianten für R221C und R240Q/R240Q ein Trend für eine geringere 
Produktion von IL-6 und IL-8 verzeichnet werden und für Patienten mit den Missense-
Mutationen L265S und A329T ein erhöhtes TNF-α-Level. Außerdem wurde bei einigen 
Varianten der Caspase-1 gezeigt, dass die Mutationen zu einer Destabilisierung der 
Tertiärstruktur des Caspase-1 Tetramers führen (Luksch, et al., 2013).   
Es stellt sich nun die Frage, ob es einen  Zusammenhang zwischen den Erkrankungen der 
Patienten und deren Varianten im CASP-1 Gen gibt. Es wäre möglich, dass die Patienten eine 
weitaus stärkere Form der Autoinflammation ausprägen würden, wenn diese normale Mengen 
an bioaktiven IL-1ß produzieren könnten. Eine weitere Möglichkeit wäre, dass die 
hypomorphen Missense-Mutationen der Caspase-1 trotz reduzierter enzymatischer Aktivität 
paradoxerweise zur Inflammation beitragen. Wie bereits in Abschnitt 1.3.4.4 erwähnt, wurde 
vor einigen Jahren ein Mechanismus aufgezeigt, bei dem enzymatisch inaktive Procaspase-1 
den Traskriptionsfaktor NFκB über die Kinase RIP2 aktivieren und daher inflammatorisch 
wirken kann (Lamkanfi, et al., 2004b). Auch mit Transfektionsuntersuchungen unserer 
Arbeitsgruppe konnte eine verstärkte Aktivierung von NFκB in den Caspase-1 Varianten und 
einer enzymatisch inaktiven Variante C285A verifiziert werden (Heymann, et al., 2014), die 
grob invers mit der enzymatischen Restaktivität der Caspase-1 korrelierte. Im Gegensatz zu 
der Studie von Lamkanfi konnte aber keine Induktion von Zelltod detektiert werden. 
Weiterführend wurde beispielsweise durch ein „knock-down“-Experiment in vitro gezeigt, dass 
diese verstärkte NFκB-Aktivierung von RIP2 abhängig ist. Durch Co-Immunpräzipitations-
Untersuchungen und ein Co-Lokalisationsexperiment bestätigte sich die Vermutung, dass die 
Aktivierung von NFκB durch homotypische CARD/CARD-Interaktionen zwischen RIP2 und 
Procaspase-1 vermittelt wird. Dabei interagieren enzymatisch inaktive Procaspase-1-
Varianten sehr viel mehr mit RIP2 als die wt-Procaspase-1. Jedoch waren diese im Gegensatz 
zur wt-Procaspase-1 nicht befähigt RIP2 zu schneiden (Heymann, et al., 2014) und dies könnte 
die längere und stärkere NFκB-Aktivierung durch daraus resultierende fehlende Regulierung 
dieses Signalwegs erklären.  
Eine verstärkte Freisetzung von NFκB führt zur Bindung des Transkriptionsfaktors an 
regulatorische Sequenzen von Genen und zu einer Induktion proinflammatorischer Zytokine 
(Hoffmann and Baltimore, 2006). Dieser aufgezeigte Mechanismus könnte in den Patienten 









Um den Einfluss verschiedenster Proteine auf das Inflammasom und eine 
Entzündungsreaktion im Allgemeinen unabhängig von Patientenproben  weiterführend 
analysieren und charakterisieren zu können, ist die Generierung von entsprechenden 
Mausmodellen in den letzten Jahren unabdingbar geworden. Es existieren verschiedene 
Möglichkeiten, um das Mausgenom zu manipulieren. Im Allgemeinen können entweder 
einzelne Gene durch Insertion beispielsweise von Selektionskassetten zerstört werden um 
„nonsense“ Mutationen zu imitieren, die zu einem Verlust des Proteins führen. Diese 
generierten Mäuse werden dann als „knock-out“ (ko) Mäuse bezeichnet. Auf der anderen Seite 
können artifizielle Gene oder bestimmte Sequenzen mit oder auch ohne Mutation in das 
Genom eingefügt werden, die dann als „knock-in“ (ki) Mäuse bezeichnet werden. Durch die 
Verwendung des von der Bakteriophage P1 abstammende Cre (causes recombination)-loxP 
(locus of X-over P1)-Systems (Hoess, et al., 1982; Sternberg and Hamilton, 1981) ist es 
außerdem möglich konditionale Mausmodelle zu entwickeln, die zelltypspezifisch, 
zeitpunktspezifisch oder auch induzierbar das entsprechende Gen exprimieren.  
Weiterhin können verschiedene Techniken zur Manipulation des Mausgenoms herangezogen 
werden. In dem Falle von transgenen Mausmodellen inseriert das entsprechende Gen zufällig 
im Genom, während bei der „gene-target“-Technologie die Insertion des Gens am endogenen 
Lokus erfolgt. Die bahnbrechende Entdeckung des CRISPR/Cas9-System in den letzten 
Jahren macht zudem genetische Modifikationen jeglicher Art in theoretischen allen 
Tiermodellen möglich (Czarnek and Bereta, 2016). 
Um die Pathophysiologie von autoinflammatorischen Erkrankungen weiterführend zu 
erforschen, existieren mittlerweile verschiedene Mausmodelle, bei denen entweder 
unterschiedliche Inflammasomenbestandteile manipuliert wurden oder Proteine, die mit einer 




Um die Pathogenese von CAPS-Patienten spezifischer zu analysieren wurden Mäuse 
generiert, die spezifische Mutationen im NLRP3-Gen aufweisen (Bonar, et al., 2012; Brydges, 
et al., 2009; Meng, et al., 2009). Zunächst wurde aber ein ko-Mausmodell für NLRP3 
entwickelt, um die molekularen Mechanismen der NLRP3 Inflammasom-Aktivierung näher zu 
untersuchen (Martinon, et al., 2006). In dieser Studie konnte nach der Verabreichung von 
MSU-Kristallen eine reduzierte Entzündungsreaktion der Mäuse im Vergleich zu wt-Mäusen 
nachgewiesen werden. Weiterführend wurden mit diesem System verschiedene Stimuli auf 
eine mögliche NLRP3 Abhängigkeit hin untersucht (Gross, et al., 2009; Kanneganti, et al., 
2006a; Kanneganti, et al., 2006b; Petrilli, et al., 2007).  
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Es wurden zwei ki-Mausmodelle entwickelt, die die Missense-Mutationen p.A350V oder 
p.L351P tragen und diese Tiere entwickeln eine ernste systemische Entzündungsreaktion, die 
zum neonatalen oder perinatalen Tod der Tiere führt (Brydges, et al., 2009).  
Ein MWS-ähnlicher Phänotyp einhergehend mit Entzündungen der Haut, einem erhöhten IL-
1ß-Level und einer massiven Vermehrung von TH17-Zellen konnte durch die Induktion der 
Mutation p.R258W in das Mausgenom erzielt werden (Meng, et al., 2009). 
Außerdem konnte ein Mausmodell entwickelt werden, dass mit der Erkrankung NOMID in 
Verbindung gebracht werden kann (Bonar, et al., 2012). In transgenen Mäusen mit der 
Mutation p.D301N wurde eine stark erhöhte IL-1ß Sekretion detektiert, die zu einer 





Die meisten Mutationen des humanen MEFV-Gens sind in der B30.2-Domäne lokalisiert 
(Chae, et al., 2011). Da diese aber in dem murinen Ortolog fehlt, ist ein Design eines FMF-
assoziierten Mausmodells natürlich sehr viel schwieriger zu bewerkstelligen.  
In einem ersten Modell wurde eine verkürzte Variante des Pyrins, jedoch mit der kompletten 
PYD-Domäne, generiert und es konnte eine verstärkte Caspase-1-Aktvierung und 
Prozessierung von pro-IL-1ß, zumindest in homzygoten Tieren, gezeigt werden (Chae, et al., 
2003). Heterozygote Tiere indes waren vergleichbar mit wt-Kontrolltieren.  
Eine ki-Strategie wurde für das folgende Modell verfolgt, bei dem das murine Protein Pyrin mit 
einer mutierten humanen B30.2-Domäne in der Zelle vorliegt (Chae, et al., 2011). Diese ki-
Maus zeigte eine gesteigerte Inflammation und durch LPS konnte eine der FMF-Patienten 
ähnliche IL-1ß-Aktivierung dokumentiert werden. Außerdem wurden 




Um die Rolle des zentralen Enzyms der Inflammasome näher zu charakterisieren, wurde 
bereits vor mehr als 20 Jahren ein Casp1 ko-Modell generiert (Li, et al., 1995). Da jedoch in 
diesen Tieren nicht nur Caspse-1 sondern ebenso Caspase-11 nicht exprimiert wird (Broz, et 
al., 2012), müssen alle bisher publizierten Daten erneut mit Vorsicht interpretiert und 
gegebenenfalls erneut verifiziert werden.  
Um einen reinen Casp1 ko zu imitieren, wurden in den zuerst generierten Caspase-
1/Caspase-11 Doppel-ko Tieren ein funktionales Casp11 Gen von C57BL/6 Mäusen eingefügt 
(Casp1-/-/Casp11tg), um dadurch eine Expression von Caspase-11 zu gewährleisten 
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(Kayagaki, et al., 2011). Im Gegensatz zu den Doppel-ko-Mäusen wiesen die neuen Casp1-/-
/Casp11tg-Mäuse verstärkte Zelltodraten von Makrophagen und eine erhöhte IL-1α- Sekretion 
nach CTB (C. difficile toxin B)- und E.coli-Gabe auf. Außerdem kam es zu einer erhöhten 
Sterberate der Casp1-/-/Casp11tg-Mäuse nach LPS-Schock im Vergleich zu den Doppel-ko-
Tieren (Kayagaki, et al., 2011). Dies wurden zuvor als Endotoxin-Schock-resistent 
charakterisiert (Li, et al., 1995). Außerdem konnten unterdessen Casp1 ko-Tiere auf einem 
C57BL/6 Hintergrund generiert werden. Zu einem Einfluss der fehlenden Caspase-1 auf die 
Aktivierung des Inflammasoms in dieser ko-Maus wurden jedoch noch keine Daten 
veröffentlich.  
Für die genaue Analyse der Pathogenese der Patienten mit verschiedenen CASP1-Missense-
Mutationen (siehe Abschnitt 1.3.5), die in unserer Arbeitsgruppe erstmals aufgezeigt wurden 
(Luksch, et al., 2013), existiert jedoch noch kein geeignetes Mausmodell. 
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2 Zielsetzung  
 
In den letzten Jahren wurde in Patienten, die unter unklaren rekurrierenden Fieberschüben 
und Hautausschlägen litten, Varianten des Gens CASP1 gefunden. Dieses Gen codiert für das 
Zymogen Procaspase-1, welches nach Autoproteolyse zur Aktivierung von 
proinflammatorischen Zytokinen führt. Diese können wiederum u.a. Fieber im menschlichen 
Körper auslösen. Die verschiedenen Varianten der Procaspase-1 führen jedoch zu einer 
Reduzierung der enzymatischen Aktivität des Enzyms und einer Destabilisierung der 
Tertiärstruktur des funktionell aktiven Caspase-1-Tetramers. Dadurch wäre eher eine 
antiinflammatorische Wirkung zu erwarten. Dies würde wiederum einen Widerspruch zu den 
auftretenden Symptomen der Patienten darstellen. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte 
bereits gezeigt werden, dass die Verminderung der Enzymaktivität der Caspase-1 Varianten 
auch eine verzögerte Autoprozessierung zur Folge hat. Dadurch kann verstärkt eine Bindung 
mit der Kinase RIP2 erfolgen und dies schließlich zur vermehrten Aktivierung des 
proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NFκB führen. Dieser molekulare Weg könnte eine 
Erklärung für den proinflammatorischen Phänotyp der Patienten sein. 
 
Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die Generierung eines Mausmodells für das sog. 
ICE-Fieber. Dieses Mausmodell sollte die Untersuchung der Auswirkungen von genetischen 
Varianten für CASP1 in einem gesamten Organismus ermöglichen, denn eine vielschichtige 
Analyse am Patienten selbst ist aus ethischer Sicht nicht möglich. Hierfür sollte zum einen ein 
BAC (bacterial artificial chromosome)-Transgen verwendet werden, um die natürliche 
Expression und Regulation der Procaspase-1 zu gewährleisten. Weiterführend sollte zum 
anderen ein induzierbares ki-Mausmodell generiert werden.  
Die in in vitro-Versuchen gezeigte Relevanz der verzögerten Autoprozessierung des genetisch 
veränderten Enzyms sollte ferner in dem etablierten Mausmodell in vivo durch Stimulation der 
Tiere mit LPS untersucht werden. Dadurch sollte eine Aufklärung der Pathomechanismen, die 
für die inflammatorischen Symptome der Patienten mit inaktiver oder weniger enzymatisch 
aktiver Procaspase-1 verantwortlich sind, möglich werden. 
 
Weiterführend wäre auch eine erste Erprobung einer Medikation in einem gesamten 
Organismus vorstellbar und somit könnten gezielte therapeutische Strategien für diese seltene 
Erkrankung mit Hilfe des Mausmodells entwickelt werden. 
 










Alle Antibiotika wurden bei -20°C gelagert und sind folgend in Tabelle 3.1.1.1 aufgelistet. 
 
Tabelle 3.1.1.1 Übersicht verwendeter Antibiotika zur Selektion von Bakterien 
Name Stammlösung Arbeitskonzentration Hersteller 
Ampicillin (amp) 100 mg/ml 100 µg/ml Roth 
Chloramphenicol (cm) 30 mg/ml 15 µg/ml  Roth 
Kanamycin (kan) 30 mg/ml 15 µg/ml Roth 
Streptomycin (sm) 100 mg/ml  100 µg/ml Invitrogen 
Tetrazyklin (lichtsensitiv) (tet) 10 mg/ml 3 µg/ml Invitrogen 




Die verwendeten Primär- und Sekundärantikörper sind in Tabelle 3.1.2.1 und Tabelle 3.1.2.2 
angegeben. Des Weiteren wurden die verschiedenen Antikörper den Herstellerangaben 
gemäß bei 4 °C oder -20°C gelagert. 
 
Tabelle 3.1.2.1 Übersicht verwendeter primärer Antikörper 







Maus, monoclonal 1:750 Sigma-Aldrich, M2, 
A8592 
Caspase-1, p10 Kaninchen, 
polyclonal 
1:750, 2 µg Santa Cruz, M20, sc-
514 
Casper-1 Maus, monoklonal 1:3000 AdipoGen 
Gapdh 4G5 Maus, monoklonal 1:20000 Meridian 
Normal rabbit IgG   Kaninchen, 
polyclonal 
1 µg Santa Cruz , sc-3888 




Tabelle 3.1.2.2 Übersicht verwendeter sekundärer Antikörper 
















Die verwendeten Bakterienstämme sind in Tabelle 3.1.3.1 aufgeführt. 
 
Tabelle 3.1.3.1 Übersicht verwendeter Bakterienstämme 
Name Eigenschaften 
E.coli DH5α (Subcloning Efficiency™ 
DH5α™ Competent Cells, Invitrogen) 
chemisch kompetent, F- Φ80lacZΔM15 
Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 
hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 
relA1 λ- 
E.coli DH10B (ImaGenes GmbH) F-mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 endA1 






Der BAC-Klon RP23-424D5 aus der Bibliothek RPCI-23 wurde von ImaGenes GmbH 
bezogen. Die Vermehrung des BAC-Klons (niedrige Kopienzahl, low copy) erfolgte im E.coli-
Stamm DH10B bei 37 °C in LB-Medium mit Chloramphenicol (cm). Zur Aufbewahrung  des 
BAC-Klons und aller davon abgeleiteten Modifikationen wurden Glycerolstocks angefertigt und 




Eine Übersicht der verwendeten Plasmide ist der Tabelle 3.1.5.1 zu entnehmen. 
 




Tabelle 3.1.5.1 Übersicht verwendeter Plasmide 
Name Eigenschaften 
706-Cre low-copy, Replikation bei 30°C, Expression der Cre-
Rekombinase unter thermosensitiven Promotor 
cI578, Tetrazyklin-Resistenz, Gene Bridges GmbH 
pBACe3.6 high-copy, Vektor zur Generierung von BAC-
libraries, Chloramphenicol-Resistenz 
pBluescript KS (-) high-copy, Ampicillin-Resistenz 
pcDNA3.1 high-copy, eukaryotischer Expressionsvektor, 
Ampicillin-Resistenz 
pORF9-mCASP1 Expression der cDNA der murinen Caspase-1 unter 
EF-1α / HTLV Hybrid-Promoter, Ampicillin-Resistenz 
pRedET Expression von λ Red γ/ß/α Proteinen für homologe 
Rekombination, Gene Bridges GmbH 
pSerc beinhaltet 5’HR Rosa26 Lokus, eukaryotische 
gefloxte neo-STOPP-Kassette und 3’HR Rosa26 
Lokus, Ampicillin-Resistenz 
psiRNA-hH1zeo G2 humaner H1 Promoter, Zeocin-Resistenz, InvivoGen 
R6K rpsL-neo high-copy, rpsL-neo-Gen, Kanamycin-Resistenz 
RPCI-23-424D5 BAC-Klon, Vektorrückrat pBACe3.6, beinhaltet 





In dieser Arbeit wurde die Zelllinie HEK 293T verwendet (Tabelle 3.1.6.1). 
 
Tabelle 3.1.6.1 verwendete Zelllinie 
Zelllinie Eigenschaften Bezugsquelle 
HEK 293T Primäre, humane, 
embryonale Nierenzelllinie, 
immortalisiert mit SV40 large 










3.1.7 Chemikalien und Substanzen 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit genutzten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, 
bei Raumtemperatur (RT) gelagert und sind der Tabelle 3.1.7.1 - Tabelle 3.1.7.4  zu 
entnehmen. 
 
Tabelle 3.1.7.1 Übersicht verwendeter Chemikalien und Substanzen für molekularbiologische 
Arbeiten 
Name Eigenschaften / Verwendung 
L-Arabinose, Sigma Pflanzen-Polysaccharid / Induktion der 
Expression der Rekombinasen während der 
Red/ET Rekombination 
ß-Mercaptoethanol, Sigma reduzierendes Agenz/ irreversible 
Denaturierung von RNasen während der 
Isolation von RNA 
Chloroform, ROTH Zur Entfernung des restlichen Phenols nach 
Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA 
dNTP-Set, Thermo Scientific 100 mM /  für die Nukleinsäure-Synthese 
Ethidiumbromid, ROTH Roter Phenanthridin-Farbstoff / Nachweis 




Aufreinigung von Plasmid-, BAC- und 
genomischer DNA  
Proteinase K, ROTH 100 mg/ml / Abbau von Proteinen 
Purified BSA 100 x, New England Biolabs Verhindert Adhäsion von Enzymen an 
Reaktionsgefäße u./o. Pipettenspitzen / 
Restriktion von DNA für Southern Blot 
RNAlater RNA Stabilizaion Reagent, 
Qiagen 
Stabilisierung von RNA in eukaryotischen 
Zellen und Geweben 
RNase AWAY, Sigma-Aldrich Effektive Entfernung von RNasen von 
beispielsweise Pipetten und anderem 
Laborzubehör 
RNasin® Plus Ribonuclease Inhibitor, 
Promega 
Inhibierung von Ribonukleasen während der 
cDNA-Synthese 
Spermidine, Sigma-Aldrich Bindet an DNA, stabilisiert DNA-Struktur / 
Restriktion von DNA für SouthernBlot 




Tabelle 3.1.7.2 Übersicht verwendeter Chemikalien und Substanzen für proteinbiochemische 
Arbeiten 
Name Eigenschaften / Verwendung  
Lumi-LightPlus Western Blotting Substrate, 
Roche 
Luminol und Verstärker/Substrat für 
Peroxidase/ Detektion von Proteinen auf 
PVDF- oder Nitrocellulose-Membranen 
NuPAGE® 10 % Bis-Tris Gel, NP0301Box, 
Invitrogen 
1,0mm x 10 well / Fertiggel aus 
Polyacrylamid für Gelelektrophorese von 
Proteinen 
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x), 
NP0007, Invitrogen 
Probenpuffer für denaturierende 
Gelelektrophorese von Proteinen 
NuPAGE® Sample reducing Agent (10 x), 
NP0009, Invitrogen 
Reduktionsagens um Proteine für die 
Gelelektrophorese zu reduzieren 
Ponceau-S-Lösung, Sigma-Aldrich Roter Azofarbstoff/ reversibles Anfärben 
von Proteinen auf Nitrocellulose-Membran 
Protein A Agarose Beads sc-2001 (Santa 
Cruz) 
bindet Antikörper-Protein-Komplexe bei 
Immunpräzipitation 
 
Tabelle 3.1.7.3 Übersicht verwendeter Chemikalien und Substanzen für zellbiologische 
Arbeiten 
Name Eigenschaften / Verwendung 
PBS, Dulbecco´s phosphate buffered 
saline, Sigma 
Pufferlösung / Zellkultur 
BSA, Sigma-Aldrich Protein aus 583 AS /Proteinstandard 
FCS, Biochrom Hauptbestandteil von Nährmedien 
GM-CSF, ImmunoTools Zytokin, Differenzierung von 
Knochenmarkszellen zu DCs 
Trypsin-EDTA Lösung (1 x), Sigma Gemisch dreier Verdauungsenzyme / 












Tabelle 3.1.7.4 Übersicht verwendeter Chemikalien und Substanzen für tierexperimentelle 
Arbeiten 
Name Eigenschaften / Verwendung  
LPS-EB, InvivoGen Standard Lipopolysaccharid, aktiviert TLR 4 
und TLR 2 / Injektion von Mäusen, 
Aktivierung Inflammasom 
Narkosegemisch (zusammengemischt vom 
EZT) 
Ketamin 10 mg/ml, Xylazin 1 mg/ml in 
isotonische NaCl-Lösung/ Narkotisierung 
von Mäusen 




Alle verwendeten Enzyme wurden bei -20°C gelagert und sind folgend in Tabelle 3.1.8.1 
aufgeführt. 
 
Tabelle 3.1.8.1 Übersicht verwendeter Enzyme 
Name Verwendung Hersteller 
AccuPrime Taq-
Polymerase 
Thermostabile DNA-Polymerase für PCR Invitrogen 
DreamTaq-
Polymerase 
Thermostabile DNA-Polymerase für PCR Invitrogen 
M-MLV Reverse 
Transkriptase 
RNA-abhängige DNA-Polymerase Promega 
Platinum® Pfx-
Polymerase 
Thermostabile DNA Polymerase für PCR 
mit 3´-5´-Exonukleaseaktivität 
Invitrogen 
RNase A Plasmid Mini- oder Maxipräparation, 
Southern-Blot (DNase und Protease-frei) 
Invitrogen 
FastAP  Thermosensitive Alkaline Phosphatse zur 
Dephosphorylierung von Plasmid-DNA 
Invitrogen 
T4 DNA-Ligase Ligation von DNA-Fragmenten, katalysiert 
die Phospordiesterbindung zwischen 5´P- 
und 3´OH-Enden dsDNA 
Invitrogen 










Die Größenstandards wurden ebenfalls bei -20°C gelagert und sind in Tabelle 3.1.9.1 
aufgelistet. 
 
Tabelle 3.1.9.1 Übersicht verwendeter DNA- und Proteingrößenstandards 
Name Verwendung /Hersteller 
GeneRuler 100 bp DNA ladder  Nukleinsäurelängenstandard / Invitrogen 
GeneRuler 1 kb  DNA Ladder Nukleinsäurelängenstandard / Invitrogen 
GeneRuler DNA Ladder Mix Nukleinsäurelängenstandard / Invitrogen 





Alle in dieser Arbeit aufgeführten Oligonukleotide wurden, sofern nicht anders vermerkt, von 
der Firma Eurofins Genomics bezogen und bei -20°C gelagert. In der Tabelle 3.1.10.1 sind 
die jeweiligen Oligonukleotide aufgeführt. 
 
Tabelle 3.1.10.1 Übersicht verwendeter Oligonukleotide für die Genotypisierung 
Primer Name 5´ -3´ -Sequenz Eigenschaften 
P_Typ_1 Ko. Mz-rpsl-neo fwd gagatggtgaaagaggtgaaaga bindet im Exon 6 
von Caspase-1 
P_Typ_2 Ko. Mz-rpsl-neo rev accccaaacactgaagagtactc 
 
bindet im Intron 7 
von Caspase-1 
P_Typ_3 Flag fwd ttagaagattacaaagatgatgat bindet auf Flag-Tag 
P_Typ_4 Flag rev aggcatgtgtaagtgtttatctta bindet in Intron 9 
von Casp1 
P_Typ_5 Ko. Neo Casp12 fwd atgatctggacgaagagcatcaggg bindet in neo-
Kassette, P24 
P_Typ_6 Ko. Neo_Casp12 rev aagctttgaaaatgtactttctctc bindet in Intron 6 
Casp12, P25 
P_Typ_7 R26 wt fwd gccataactgcagacttgtggga bindet im R26-Lokus 
P_Typ_8 R26 wt rev tggctggctaaactctggccct bindet im R26-Lokus 
P_Typ_9 Flag2 fwd tgtcttggagacatcctgtca bindet in Exon 8 von 
Casp1 
P_Typ_10 Flag2 rev aatcttctaaatgtcccggg 
 
bindet auf Flag-Tag 
P_Typ_11 Neo fwd gagcggcgataccgtaaagcacga bindet in neo-Stopp-
Kassette 
P_Typ_12 Neo rev aagggactggctgctattgggc bindet in neo-Stopp-
Kassette 








P_Typ_14 Del rev aatgtttcagctgatggagctg bindet in cDNA von 
Casp1 
P_Typ_15 C-ko fwd gagacatataagggagaaggg bindet im Intron 7 
von Caspase-1 
P_Typ_16 C-ko rev atggcacaccacagatatcgg bindet im Intron 7 
von Caspase-1 
P_Typ_17 C-ko rev Neo tgctaaagcgcatgctccagactg bindet in Neomycin-
Kassette 
P_Typ_18 Gb2 fwd tcc gga ggc ccg gca ttc t forward Primer für 
PGK-Cre Typing 
P_Typ_19 Mx Typing rev 
 
cgc ata acc agt gaa aca gca t reverse Primer für 
PGK-Cre Typing 
P_Typ_20 pSercColo fwd ctcccacacctccccctgaacctgaaac bindet in Neomycin-
Kassette 
P_Typ_21 rCasp1 ko fwd agttgctgctggaggatctg bindet im Exon 5 
von Caspase-1 
P_Typ_22 rCasp1 ko rev gtgggtgctttggagtggta bindet im Intron 7 
von Caspase-1 
P_Typ_23 rCasp1 wt fwd ataacagggcattcccattg  bindet im Exon 6 von 
Caspase-1 
P_Typ_24 rCasp1 wt rev ccaagggaattattgctgtctt 
 
bindet im Exon 6 
von Caspase-1 
 
Tabelle 3.1.10.2 Übersicht verwendeter Oligonukleotide zur Klonierung 
 Name 5´ -3´ -Sequenz Eigenschaften 
P1 Casp1 E6 fwd agaagccttgctagttctgtactg 5´ Casp1 Exon 6 
P2 Casp1 E6 rev caatgggaatgccctgttat 3´ Casp1 Exon 6 
P3 T7 fwd gccaaagcttgcatgcctgcag bindet in pBACe3.6 T7 
Promotor-Sequenz 
P4 T7 rev aaagggggtcaaaagtggg 5´ Casp1 etwa 127 kb 
P5 SP6 fwd gacttaattaaggatcgatccggc 3´ Casp1 etwa 61 kb 











HR loxP Stelle im 
pBACe3.6-Rückrat, 
Sequenz zeo 
P9 Ko zeo fwd gactgcgttagcaatttaactg bindet 5´ von integrierter 
zeo-Kassette im BAC 
RPCI-23-424D5 
P10 Ko zeo rev gtgcggttgtatgcctgctgtgg bindet 5´ von integrierter 
zeo-Kassette im BAC 
RPCI-23-424D5 




P11 Flag rpsl-neo fwd ctgctgctagggtgaccctgacaaaacgt
ttctacctcttcccgggacatggcctggtg
atgatggcgggatcg 
HR Exon 9 Casp1, 
Sequenz für rpsl-Kassette 
P12 Flag rpsl-neo rev cgtatacacacacaagtgtacaaaggca
ttggtatgacatacttcgtttatcagaagaa
ctcgtcaagaaggcg 
HR Exon 9, Intron 9 
Casp1, Sequenz für neo-
Kassette 
P13 Ko Flag fwd gtgccatgagttattgtttcattg bindet in Intron 8 Casp1 
P14 Ko Flag rev tacttcagtggtcttcatccaac bindet in Intron 9 Casp1 
P15 Ko Flag 2 fwd tcatttgaacaaccagaatttaggc bindet in Exon 9 Casp1 








HR Exon 9 Casp1, Flag, 
HR Exon 9, Intron 9 Casp1 






HR Exon 6 Casp1, 
Punktmutation C284A, 
loxP-Stelle, Sequenz für 
neo-Kassette 




HR Intron 6 Casp1, loxP-
Stelle, Sequenz für neo-
Kassette 
P20 Ko. Mut_z neofl fwd gagatggtgaaagaggtgaa bindet in Exon 6 Casp1 
P21 Ko. Mut_z neofl rev cacaggatatatgagtggtaaa bindet in Intron 6 Casp1 
P22 Neo_Casp12 fwd aaggcacactgtttctcagattgctttcggtt
ttgatgctttttatgtccagcacgtgttgaca
attaatcatcg 
HR vor Exon 1 Casp12, 
Sequenz für neo-Kassette 




HR Intron 4  Casp12, 
Sequenz für neo-Kassette 
P24 Ko. Neo Casp12 
fwd 
atgatctggacgaagagcatcaggg bindet in neo-Kassette 
P25 Ko. Neo_Casp12 
rev 
aagctttgaaaatgtactttctctc bindet in Intron 6 Casp12 
P26 Amp_Casp11 fwd gattccaagctctacctgttgtagttgaaca
agtcttttgtctctgacagggtctgacgctc
agtggaac 
HR Exon 2 Casp11, 
Sequenz für amp-Kassette 
P27 Amp_Casp11 rev gagtatagtaaagtctttgtgaaaatataa
atgagctgcaaagcattcacgtgcgcgg
aacccctatttg 
HR Exon 7 Casp11, 
Sequenz für amp-Kassette 
P28 Ko. Amp Casp11 
fwd 
ttcggggcgaaaactctcaaggatc bindet in amp-Kassette 
P29 Ko. Amp Casp11 
rev 
ccaggatttagtctgataat bindet in Intron 7 von 
Casp11 
P30 Casp1_cDNA fwd gctgcctgcccagagcacaag bindet in cDNA Casp1 




P31 Casp1_cDNA rev ctcttcagagtctcttactg bindet in cDNA Casp1 
P32 Casp1 Flag fwd gcgatatcatggctgacaagatcctgag
ggca 
EcoRV, cDNA Casp1 
P33 Casp1 Flag rev cggcggccgcttatctagatttatcatcatc
atctttgtaatcttctaaatgtcccgggaag
aggtagaa 
NotI, Stopp-Codon Casp1, 
Flag-Tag, cDNA Casp1 
P34 Ko. Casp1 Flag fwd atgcctggtcttgtgacttg bindet in cDNA Casp1 
P35 Ko. Casp1 Flag rev acagtgggagtggcaccttc bindet in pcDNA3.1 
P36 Casp1_C284A fwd cattattcaggcagctcgtggagagaaa
caaggag 
fwd Primer um in cDNA 
Casp1 zu binden mit 
Punktmutation C284A 
P37 Casp1_C284A rev ctccttgtttctctccacgagctgcctgaat
aatg 
rev Primer um in cDNA 
Casp1 zu binden mit 
Punktmutation C284A 
P38 Ko. C284A fwd atttgctgcctgcccagagcacaa bindet in Casp1 cDNA  
P39 Ko. C284A rev caatgaaaagtgagcccctgacag bindet in Casp1 cDNA 
P40 Casp1_AscI fwd gcgcgcggcgcgccaccatggctgaca
agatcctgagggca 
AscI, bindet in cDNA 
Casp1 
P41 Casp1_AscI rev cgcgcgggcgcgccttatctagatttatca
tcatcatc 
AscI, bindet in cDNA 
Casp1 
P42 Ko. pSerc fwd cttactccacacaggcatagagtg bindet in neo-Stopp-
Kassette 
P43 Ko. pSerc rev agacatgatcacataggtcccgtg bindet in cDNA Casp1 
P44 Screen fwd taggtaggggatcgggactct bindet 5’seitig von 5‘ 
Rosa26 Homologiearm 
P45 Screen rev gcgaagagtttgtcctcaacc 
 
bindet in pSerc 3’seitig von 
5‘ Rosa26 Homologiearm 
P46 qGapdh fwd tgacctcaactacatggtctaca bindet in Gapdh 
P47 qGapdh rev cttcccattctcggccttg bindet in Gapdh 
 
Tabelle 3.1.10.3 Übersicht verwendeter Oligonukleotide zur Amplifikation von Sonden 
Prime
r 
Name 5´ -3´ -Sequenz Eigenschaften 
P_S1 DD1 fwd ggaacctcctccatctggatcctcccc bindet 3’seitig von 
BamHI-Schnittstelle 
P_S2 DD1 rev gatcgctctccacgccctaggcagg bindet 5’seitig von 5’ 
Rosa26 
Homologiearm 
P_S3 DD4 fwd ggtcctgcttgaacattgcc bindet 3’seitig von 3’ 
Rosa26 
Homologiearm 








3.1.11 Kommerzielle Kits 
 
Alle verwendeten kommerziell erworbenen Kits sind der Tabelle 3.1.11.1 zu entnehmen und 
die Lagerung dieser erfolgte, sofern nicht anders angegeben, bei RT. 
 
Tabelle 3.1.11.1 Übersicht verwendeter kommerzieller Kits 
Name Verwendung Hersteller 
BigDye® Terminator v1.1  
Cycle Sequencing Kit 
qRT-PCR AppliedBiosystems 
DC™ Protein Assay Kit II Proteinkonzentrationsbestimmung BIORAD 
GENECLEAN® Turbo Kit  Nukleinsäureextraktion aus 
Agarosegelen und Lösungen 
QBiogene 
EndoFree Plasmid Maxi 
Kit 
Isolation von Plasmid-DNA Qiagen 
GoTaq® qPCR Master 
Mix 
Reagenzien zur quantitativen 
Analyse von cDNA 
Promega 
Ladderman Labeling Kit Markierung von DNA-Sonden TaKaRa 
Qiashredder Homogenisieren von Zellen und 
Geweben  
Qiagen 
Quick Change II Site-
directed Mutagenesis Kit 
Insertion von Punktmutationen Agilent Technologies 
Red/ET Recombination 
Kit Quick & Easy BAC 
Modification Kit 
Modifizierung des BAC-Vektors 
mittels homologer Rekombination 
Gene Bridges 
RNeasy Mini Kit Isolierung von RNA aus 




3.1.12 Puffer und Lösungen 
 
Eine Übersicht über die verwendeten Puffer und Lösungen im molekularbiologischen als auch 
im proteinbiochemischen Bereich sind der Tabelle 3.1.12.1 und Tabelle 3.1.12.2 zu 
entnehmen und die Lagerung erfolgte, sofern nicht anders angegeben, bei RT. 
 




Tabelle 3.1.12.1 Übersicht verwendeter Puffer und Lösungen zur Analyse und Klonierung von 
DNA 
Name Zusammensetzung  
70 % ig Ethanol  
ES-Zelllysepuffer 20 mM NaCl 
10 mM Tris-HCl (pH (potentia hydrogenii) 7,5) 
10 mM EDTA (pH 8) 
0,5 % Sarcosyl 
Denaturierungspuffer 0,5 M NaOH 
1,5 M NaCl 
Hybridisierungspuffer 0,5 M NaPhosphate buffer (pH 7,2) 
7 % SDS 
10 mM EDTA 
Injektionspuffer 10 mM TrisCl (pH 7,5, autoklaviert) 
0,1 mM EDTA (autoklaviert) 
100 mM NaCl (autoklaviert) 
- steril filtriert 
6 x Ladepuffer - Zusatz für DNA für Agarosegelelektrophorese, 
Lagerung 4 °C 
Lösung I 10 mM EDTA (pH 8,0) 
Lösung II siehe Puffer P2  
Lösung III 12,5 ml 7,5 M Kaliumacetat 
5,75 ml Eisessig 
ad. 50 ml mit ddH2O 
Lösung IV 10 mM Tris 
50 mM EDTA 
Lysepuffer  100 mM Tris (pH 8,0) 
50 mM EDTA (pH 8,0) 
0,2 % SDS 
200  mM NaCl 
- pH 8,5 einstellen 
- 1 mg/ml Proteinase K frisch zugegeben(1:100) 
Lysozym-Lösung 10 mg/ml in 10 mM Tris-Base (pH 8,0) 
2,5 M Natriumacetat-Lösung - pH 5,2, mit Eisessig einstellen  
Neutralisierungspuffer 1,5 M NaCl 
1 M Tris HCl  




- mit HCl auf pH 7,2 einstellen 
Puffer P1 50 mM Tris-Cl (pH 8,0) 
10 mM EDTA 
100 µg/ml RNase A 
- Lagerung bei 4 °C nach Zugabe von RNase A 
Puffer P2 / Lösung II 200 mM NaOH 
1 % SDS 
- Lagerung bei RT 
Puffer P3 3 M Kaliumacetat (pH 5,5) 
20 x SSC 3 M NaCl 
300 mM Na-Citrat 
- pH auf 7 einstellen 
STET-Puffer 0,1 M NaCl 
10 mM Tris-Cl (pH 8,0) 
1 mM EDTA (pH 8,0) 
5 % Triton X-100 
50 x TAE  2 M Tris-Base 
5,7 % (v/v) Eisessig 
50 mM EDTA (pH 8,0) 
TE-Puffer 10 mM Tris-Cl 
1 mM EDTA zum Einstellen auf pH 7,5 bis 8,0 
Waschpuffer 1 2 x SSC 
0,1 % SDS 
Waschpuffer 2 0,2 x SSC 
0,1 % SDS 
Waschpuffer 3 0,1 x SSC 
0,1 % SDS 
 
Tabelle 3.1.12.2 Übersicht verwendeter Puffer und Lösungen für proteinbiochemische 
Analysen 
Name Zusammensetzung  
Laufpuffer NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer 
(20x) NP0001, Invitrogen 
Lysepuffer 50 mM Tris HCL 
150 mM NaCl (pH 7,4) 
1 mM EDTA 




1 % Triton X-100 
Proteinaseinhibitor 1 x, Complete Ultra, 
Roche 
Strippingpuffer Restore™ PLUS Western Blot Stripping 
Buffer Prod # 46430, ThermoScientific 
10 x TBS 10 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
150 mM NaCl 
TBS-T 1 x TBS 
0,1 % Tween-20 (v/v) 





Neben der selbst generierten transgenen Mauslinie Casp1C284A und der ki-Mauslinie 
R26_Casp1C284A wurden die in der Tabelle 3.1.13.1 angegebenen Mauslinien für diese Arbeit 
verwendet. 
 
3.1.13.1 Übersicht über die verwendeten Mauslinien 
Mauslinie Referenz Genetischer Hintergrund 
Casp1 ko x Casp11 ko (Kuida, et al., 1995; Li, et al., 
1995) 
129S/v 




C57BL/6J bzw. N 
PGK-Cre (Lallemand, et al., 1998) C57BL/6J bzw. N 
 
3.1.14 Medien 
Alle Bakterien- und Zellkulturmedien sind in der Tabelle 3.1.14.1 und Tabelle 3.1.14.2 
aufgelistet und die Lagerung erfolgte 4°C.  
 
Tabelle 3.1.14.1 Übersicht verwendeter Bakterienmedien 
Name Zusammensetzung 
Luria-Bertani-(LB)-Medium flüssig 1,0 % (w/v) Bacto Trypton 
0,5 % (w/v) Bacto Yeast Hefe-Extrakt 




1, 0 % (w/v) NaCl 
pH 7,0 





Tabelle 3.1.14.2 Übersicht verwendeter Zellkulturmedien 
Medium Zusammensetzung 
DMEMkomplett DMEM (Gibco) 
+ 10 % (v/v) FCS 
+2 mM L-Glutamin 
+ 100 U/ml Penicillin 
+ 100 µg/ml Streptomycin 
+ 250 ng/ml Amphotericin B 
ISCOVEkomplett ISCOVE (Gibco)  
+ 10 % (v v) FCS 
+2 mM L-Glutamin 
+ 100 U/ml Penicillin 
+ 100 µg/ml Streptomycin 




Für diese Arbeit wurden die in Tabelle 3.1.15.1 aufgelisteten Geräte verwendet. 
 
Tabelle 3.1.15.1 Übersicht verwendeter Geräte 
Gerätetyp Verwendung Firma 
Alpha Imager HP Bildgebung zum Detektieren 
von WesternBlots 
Alpha Innotech 
BBD 6220 Brutschrank für 
Bakterienzellen 
Heraeus Instruments 
Biometra WT12 Kippschüttler Biometra 
CASY 1 Model TT Zählen von Zellen Schärfe 
CHEF DR III  Pulsfeldgelelektrophorese BioRad 
3730 xl DNA Analyzer DNA-Sequenzierung Apllied Biosystems 




Elektroporator 2510 Elektroporation von 
Bakterienzellen 
Eppendorf 
EluTrap System Aufreinigung von BAC-DNA 
aus Agarosegel 
Schleicher & Schuell 
gentleMACS™ dissociater Aufschließen von Gewebe Miltenyi Biotec  
HERAcell 150i Inkubator für eukaryotische 
Zellen 
Heraeus Instruments 
Infinite M200 Mikrotiterplattenlesegerät Tecan 
Innova 4430 Schüttelinkubator New Brunswick Scientific 
LSRII Durchflusszytometer BD 
MM 400 Schwingmühle zum 
Aufschließen von Gewebe 
Retsch 
Nanodrop 1000 Pectral 
Photometer 
Spektralphotometer ThermoScientific 
PowerPac 3000 Stromversorgung BioRad 
7300 Real Time PCR 
System 
quantitative Real-Time-PCR Applied Biosystems 





T3000 Thermocycler Thermocycler für PCR Biometra 




Thermomixer compact + 
comfort 
Thermomixer um Proben zu 
Mixen und zu Erwärmen 
Eppendorf 
Vortex Genie 2 Vortexen von Substanzen Scientific Industries 
WTE var 3185 Wasserbad für Hitzeschock Assistent 
X-Cell II™ Blot Module Blot-Modul Invitrogen 




Die verwendete Software ist in Tabelle 3.1.16.1 aufgeführt. 
 
Tabelle 3.1.16.1 Übersicht vewendeter Software 
Name  Verwendung Hersteller 




Adobe Photoshop CS 5 Bildbearbeitung, Grafiken Adobe Sytems 
Alpha View Bildgebungssoftware Alpha Innotech 
FCAP Array Auswertung CBA-Messung Soft Flow Inc. 
Graph Pad Prism 6 Statistische Auswertung und Grafiken  GraphPad 
PyRAT 3.1-342 (Python-
based Relational Animal 
Tracking) 
Verwaltung der Mauskolonien Scionics 
Vector NTI v.10  Elektronische Erarbeitung von DNA-
Konstrukten und Auswertung von 
DNA-Sequenzen 
Invitrogen 








Aufgrund ihrer negativen Ladung können DNA-Fragmente im elektrischen Feld in 
Abhängigkeit von ihrer Größe aufgetrennt werden. Der Auftrennungsbereich wird dabei durch 
die Porengröße des Gels bestimmt und über die Agarosekonzentration eingestellt. Es wurden 
0,7 %ige Agarosegele für die Auftrennung genomischer-und BAC-DNA und ansonsten meist 
1,5 %ige Gele u.a. zur Kontrolle von PCR-Produkten verwendet. Hierfür wurde die 
entsprechende Menge Agarose in 1 x TAE Elektrophorese-Puffer durch Kochen in einer 
Mikrowelle gelöst, auf etwa 60 °C abgekühlt, anschließend mit Ethidiumbromid 
(Endkonzentration 0,2 µg/ml) versetzt und zum Erstarren in eine Gelapparatur gegossen. Die 
DNA-Proben wurden mit 6 x Ladepuffer (Endkonzentration 1 x) versehen und zusammen mit 
dem Größenstandard Generuler 1 kb DNA Ladder aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte 
bei Gleichspannung, dabei bestimmte der Abstand der Elektroden die Höhe der Spannung (4 
V / cm Abstand). Da Ethidiumbromid zwischen die Basen des DNA-Doppelstranges 
interkaliert, konnte die DNA durch Anregung mit UV-Licht mit einem UV-Transilluminator 
visualisiert und anschließend mit einem Bild dokumentiert werden. 
 
3.2.2 Amplifikation von Nukleinsäuren mittels Polymerasekettenreaktion 
 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde erstmals von Mullis und Faloona 1986 
beschrieben (Mullis, et al., 1986) und erlaubt einen Nachweis geringster Mengen von DNA 
durch die spezifische Amplifikation eines definierten DNA-Abschnitts.  
Für die Amplifikation von DNA-Fragmenten die folgend für die Klonierung der murinen 
Konstrukte und für die Identifizierung positiver ES-Zellklone verwendet wurden, wurde die 
Platinum® Pfx-Polymerase der Firma Invitrogen verwendet. Dieses Enzym besitzt neben der 
DNA-Polymerase-Aktivität ebenso eine 3´- 5´-Exonukleaseaktivität („Proofreading“-Aktivität) 
und ermöglicht somit eine sehr sensitive und effiziente Synthese von DNA-Sequenzen bei 
geringen Fehlerraten. Für Kontrollamplifikationen wurde dagegen die DreamTaq DNA- 
Polymerase von der Firma Thermoscientific verwendet.  
Für eine Kolonie-PCR wurde statt eines DNA-Templates eine Kolonie einer Agarplatte mit 
einer 10 µl Pipettenspitze gepickt und in 10 µl ddH2O aufgelöst. Von dieser 
Bakteriensuspension wurden 5 µl als Template für eine PCR eingesetzt und der Rest konnte 
für eine spätere Kultivierung herangezogen werden.   




Um die sequenzspezifische Hybridisierung der Primer an die Matrizen-DNA für jedes 
Oligonukleotidpaar zu optimieren, wurde eine vereinfachte Formel für die Berechnung der 
Schmelztemperatur Tm herangezogen: 
 
Tm [°C ] = 2 °C x (A + T) + 4 °C x (G + C) 
 
Die Komponenten für eine Standard-PCR wurden gemäß den Angaben des Herstellers 
zusammengefügt (Tabelle 3.2.2.1) und das Standard-PCR-Programm in einem Thermocycler 
durchgeführt (Tabelle 3.2.2.2). 
 
Tabelle 3.2.2.1 Standardzusammensetzung eines PCR-Ansatzes 
Komponenten  Eingesetzte Volumina 
Pfx-PCR Puffer / DreamTaq-PCR Puffer 2,5 µl 
dNTP-Mix (10 mM) 0,7 µl 
Primer forward (100 µM ) 0,7 µl 
Primer reverse (100 µM ) 0,7 µl 
Pfx-Polymerase / DreamTaq-Polymerase 0,2 µl 
Template DNA  1 µl 
ddH2O ad. 25 µl 
 
Tabelle 3.2.2.2 Standard-PCR-Programm 
 PCR-Abschnitt Temperatur Dauer Wiederholung 
1 Initiation 95 °C 5 min  
2 Denaturierung 95 °C 15 sec  
      
 
     x 35 
 
3 Annealing abhängig von Tm 
der Primer 
30 sec 
4 Elongation 68 °C / 72 ° C abhängig von 
Fragmentgröße;  
1 min / 1000 bp 
6 Extension 68 °C / 72 ° C 5 min  
 
 
3.2.3 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
Die gewünschten DNA-Fragmente wurden unter dem UV-Licht mit einem Skalpell 
ausgeschnitten und weiterführend mit dem GENECLEAN® Turbo Kit von QBiogene 




aufgereinigt. Die DNA wurde in ddH2O aufgenommen und bei -20 °C gelagert oder direkt 
weiterverwendet.  
 
3.2.4 Aufreinigung von BAC-DNA mittels Elektroelution 
 
Nachdem die Klonierung des BAC-Klons abgeschlossen war, konnte das fertige BAC-
Konstrukt für die Pronukleusinjektion aufgereinigt werden. Hierfür musste zunächst das BAC-
Insert aus dem isolierten BAC-Vektor durch Restriktion mit NotI herausgeschnitten werden 
(siehe 3.2.11). Anschließend konnte das Insert durch eine Elektrophorese (siehe 3.2.1) für 3 
h bei 120 V (0,6 % TAE, ohne Ethidiumbromid) von dem BAC-Vektorrückrat getrennt werden. 
Das BAC-Insert wurde danach mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten. Zur korrekten 
Identifizierung des Inserts wurde die Gelspur mit der Marker-DNA mit Ethidiumbromid 
nachgefärbt. Im Anschluss konnte das DNA-Stück in eine Biotrap BT1000 (Schleicher & 
Schuell) gelegt werden und die gewünschte DNA mittels Elektroelution in 1 x TAE bei 90 V 
ü.N. eluiert werden. Das Eluat wurde zum Abschluss dialysiert, indem jeweils 10 ml 
Injektionspuffer in eine Petrischale gegeben wurden, dann eine Millipore membrane (0,025 µm 
von Biolabs) für 2 min darin äqulibriert und danach 100 µl des Eluats auf die Membran gegeben 
wurde. Nach einer 30 minütigen Inkubation unter  Luftverschluss konnte das aufgereinigte 
BAC-Insert für die Pronukleusinjektion verwendet werden.  
 
3.2.5 Aufreinigung von Subklon-Plasmid-DNA  für die Elektroporation von ES-
Zellen 
 
Um die fertigen Subklon-Plasmide aus Bakterienzellen zu isolieren und aufzureinigen, wurde 
zunächst eine Plasmid-Maxipräparation (siehe 3.2.9.1.4) durchgeführt und im Anschluss die 
relevanten Bereiche der DNA sequenziert (siehe 3.2.10). Danach konnten 80 µg der Plasmid-
DNA mit dem Enzym BamHI über Nacht (üN) bei 37°C linearisiert werden (3.2.5.1).  
 
3.2.5.1 Übersicht eines Restriktionsansatzes für die Linearisierung von Subklon-Plasmid-DNA 
Komponente Volumina 
DNA  X (80 µg) 
BamHI 1 µl 
Reaktionspuffer BamHI 10 x 10 µl 
BSA 100 x 1 µl 
ddH2O 88 µl - X 
 




Nachdem mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese (3.2.1) der Restriktionsverdau kontrolliert 
wurde, konnte nun die Subklon-Plasmid-DNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (3.2.14) 
aufgereinigt und am Ende in 30 µl Injektionspuffer aufgenommen werden. Die finale 
Konzentration der DNA wurde ebenfalls durch Agarosegelelektrophorese (3.2.1) abgeschätzt. 
Im nächsten Schritt konnte die aufgereinigte Subklon-Plasmid-DNA zur Elektroporation der 
ES-Zellen eingesetzt werden.  
 
3.2.6 Bestimmung der Konzentration und der Reinheit von DNA und RNA 
 
Da Nukleinsäuren aromatische Ringsysteme besitzen, die bei einer Wellenlänge von 260 nm 
ein Absorptionsmaximum besitzen, konnte die Konzentration von DNA- und RNA-Lösungen 
durch spektrophotometrische Messung der optischen Dichte im Nanodrop 1000 
Spektralphotometer von Thermo Scientific ermittelt werden. Dabei ist die Absorption der 
Nukleinsäure-Lösung proportional zu ihrer Konzentration.  
Für doppelsträngige DNA gilt theoretisch: 
 
   cDNA [µg/ml] = OD260 nm x 50 [µg/ml]. 
 
Für einzelsträngige RNA: 
 
   cRNA [µg/ml] = OD260 nm x 40 [µg/ml]. 
 
Proteine dagegen besitzen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm und somit trägt die Bildung 
des Quotienten aus OD260/OD280 zur Bestimmung der Reinheit der Nukleinsäure-Lösungen 
bei. Bei einem Wert von 1,8 für DNA-Lösungen und 2,0 bei RNA-Lösungen konnte von einer 




Für die Synthese von c-DNA wurde die M-MLV Reverse Transcriptase von Promega 
herangezogen und jeweils 1000 ng RNA eingesetzt. Zunächst wurden je Ansatz 1000 ng RNA 
mit 0,5 µl OligodT-Primer und 0,5 µl Random-Hexamer-Primer gemischt und auf 26,4 µl mit 
ddH2O aufgefüllt. Dieser Ansatz wurde bei 70 °C für 10 min vorinkubiert. Im Anschluss wurde 
der Reaktionsmix, wie in Tabelle 3.2.7.1 angegeben, zu der vorinkubierten RNA gegeben und 
die cDNA-Synthese erfolgte bei 42 °C für 60 min und danach für 95 °C für 5 min im 
Thermocycler. 
 




Tabelle 3.2.7.1 Zusammensetzung eines cDNA-Ansatzes 
Komponente  Volumina 
RNasin® Plus Ribonuclease Inhibitor 0,5 µl 
dNTPs 1 µl 
M-MLV RT-Puffer 5 x 7 µl 
M-MLV Reverse Transcriptase 1 / 0 µl 
ddH2O 0 / 1 µl 
 
Für jede Reaktion wurde ebenfalls eine Negativkontrolle, in der keine Reverse Transkiptase 
dazugegeben wurde, mitgeführt (RT--Kontrolle). Die cDNA-Proben wurden danach für eine 
quantitative Real-Time-PCR (3.2.16) weiterverwendet.  
 
3.2.8 Dephosphorylierung von 5´-Phosphatresten 
 
Um bei Klonierungen die Religation von linearisierten Vektoren zu verhindern, wurden diese 
mit thermosensitiver alkalischer Phosphatase (FastAP, ThermoScientific) für 15 min bei 37 °C 
dephosphoryliert. Anschließend wurde die Phosphatase für 5 min bei 75 °C hitzeinaktiviert. 
Die auf diese Weise behandelte Vektor-DNA wurde direkt für weitere Schritte (z.B. Ligation 








Für die Präparation von geringen Mengen an BAC-DNA wurden zunächst Einzelkolonien in 2 
ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika üN bei 37 °C bei 100 rpm im Schüttler kultiviert 
und am nächsten Morgen wurde die Bakteriensuspension zunächst bei 4 °C für 10 min und 
10000 x g pelletiert. Die Resuspension des Bakterienpellets erfolgte in 300 µl Puffer P1 durch 
Vortexen. In allen nun folgenden Arbeitsschritten wurde die Suspension nur durch Invertieren 
gemischt (nicht durch Pipettieren oder Vortexen), um ein sog. „Shearing“ der hochmolekularen 
BAC-DNA zu verhindern. Anschließend wurde durch Zugabe von 300 µl Puffer P2 mit 
mehrmaligem Invertieren und einer Inkubation für 5 min die Lyse der Zellen initiiert. Danach 
wurde 300 µl Puffer P3 zugegeben und mehrfach invertiert. Die Präzipitation der genomischen 
DNA, Proteine und Zelltrümmer erfolgte für 10 min auf Eis. Die noch gelöste BAC-DNA konnte 
nach einer Zentrifugation bei 4 °C für 10 min bei 10000 x g abgenommen werden und mit 700 




µl Isopropanol durch mehrfaches Invertieren gemischt werden. Der nun folgende 
Zentrifugationsschritt bei 4 °C für 30 min bei 10000 x g pelletierte die präzipitierte BAC-DNA 
und diese wurde anschließend einmal mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Das luftgetrocknete 
Pellet konnte schließlich in 20 µl ddH2O aufgenommen werden. 
 
3.2.9.1.2 BAC-Maxipräparation und Aufreinigung für die Pronukleusinjektion 
 
Für die Präparation von hohen Mengen an hochqualitativer BAC-DNA wurde die Isolation 
durch alkalische Lyse angewendet. Zunächst wurden hierfür mit 250 ml LB-Medium mit 
entsprechenden Antibiotika und einer Einzelkolonie von E.coli DH10B_RP23-424 
D5_Flag_MZ-loxP_Neo-C12_Amp-C4 eine üN-Kultur angelegt. Diese wurde am nächsten 
Morgen bei 4°C für 15 min bei 6000 x g pelletiert, in 20 ml Lösung I resuspendiert und für 5 
min bei RT inkubiert. Auch während dieser Isolation von BAC-DNA wurde darauf geachtet, 
dass alle folgenden Arbeitsschritte sehr vorsichtig vollzogen wurden und die Suspension 
lediglich durch Invertieren gemischt wurde. 
Danach wurden 40 ml der Lösung II langsam am Rand dazu pipettiert und nach mehrfachem 
Invertieren ebenfalls für 5 min inkubiert. Die Zugabe von gekühlter Lösung III erfolgte ebenfalls 
durch langsames Pipettieren an den Rand des Gefäßes. Nach einer Inkubation für 15 min auf 
Eis und dem Pelletieren der Zelltrümmer, genomischer DNA und Proteine bei 4 °C für 20 min 
bei 6000 x g wurde die gelöste BAC-DNA über eine sterile Baumwollbinde in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und erneut von restlichen Zellbestandteilen befreit (4 °C, 20 min, 
6000 x g). Im Anschluss konnte die Lösung durch ein 40 µm Zellsieb gegeben werden und die 
BAC-DNA durch Zugabe von 45 ml Isopropanol gefällt werden. Die BAC-DNA wurde nach 
Pelletieren bei 4°C für 15 min bei 6000 x g in 9 ml vorgewärmter Lösung IV gelöst und 
anschließend durch Zugabe von 7,5 M Kaliumacetat von weiteren Zellbestandteilen befreit. 
Hierfür wurde die Lösung für 30 min auf Eis inkubiert, bei RT aufgetaut und danach bei 4 °C 
für 10 min bei 4000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig mit 27 ml 100 %igem 
Ethanol gemischt und das Gefäß invertiert. Nach erfolgter Präzipitation wurde die BAC-DNA 
bei 4 °C für 10 min bei 4000 x g pelletiert und in 700 µl TE-Puffer + 10 µl RNase A (10 mg/ml) 
für 1 h bei 37 °C gelöst. 
Im Anschluss folgte eine Aufreinigung der BAC-DNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion     
(3.2.14) und die in 100 µl ddH2O aufgenommene BAC-DNA wurde folgend durch einen 
enzymatischen Restriktionsverdau (siehe Tabelle 3.2.9.1) mit dem Enzym NotI (New England 
Biolabs) üN bei 37 °C linearisiert. 
 




Tabelle 3.2.9.1 Übersicht eines Restriktionsansatzes zur Linearisierung von BAC-DNA 
Komponente Volumina 
DNA  89 µl 
NotI (50 U/µl) 1 µl 
Reaktionspuffer O 10 x 10 µl 
 
Am nächsten Morgen erfolgte eine Agarosegelelektrophorese ohne Ethidiumbromid in einem 
0,6 %igen Gel bei 120 V für 3 h. Die Bande der gewünschten linearisierten BAC-DNA wurde 
mit einem Skalpell ausgeschnitten und die DNA  bei 90 V üN mit Hilfe des EluTrap Systems 
von Schleicher & Schuell elektroeluiert. Nachdem der Strom für 20 sec umgepolt wurde, 
konnten etwa  2 x 200 µl Probenvolumen mit gelber abgeschnittener Pipettenspitze vorsichtig 
aus der Apparatur entnommen werden. Danach wurde noch einmal mit 200 µl 1 x TAE gespült. 
Folgend wurde in einer Petrischale 30 ml Injektionspuffer gegeben. Auf die Flüssigkeit wurde 
mit einer Pinzette eine Millipore Membrane (0,025 µm) von Biolabs gelegt und darauf 100 µl 
Probe vorsichtig pipettiert. Nachdem die Petrischale mit Parafilm verschlossen wurde, erfolgte 
die Dialyse für 45 min und schließlich konnte die aufgereinigte BAC-DNA in ein neues 
Reaktionsgefäß pipettiert werden und die Lagerung erfolgte für höchstens 5 Tage bei 4 °C. 
Für die Pronukleusinjektion wurden 30 µg BAC-DNA verwendet.   
 
3.2.9.1.3   Plasmid-Minipräparation (modifiziert nach Holmes und Quigley, 1981) 
 
Zur Isolation geringer Mengen von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen wurden zunächst 
Einzelkolonien in 2 ml LB-Medium mit entsprechendem Zusatz an Antibiotika üN bei 37 °C bei 
1100 rpm im Schüttler kultiviert. Diese Bakteriensuspension wurde bei RT für 1 min bei 13000 
x g pelletiert und in 350 µl STET-Puffer resuspendiert und nach Zusatz von 25 µl Lysozym-
Lösung für 40 sec im Wasserbad aufgekocht. Die dabei entstandenen Zelltrümmer wurden 
durch Zentrifugation bei RT für 10 min bei 13000 x g pelletiert und anschließend mit einem 
sterilen Zellstocher entfernt. Durch Zugabe von 40 µl 2,5 M Natriumacetat-Lösung (pH 5,2) 
und 420 µl Isopropanol erfolgte die Ausfällung der Plasmid-DNA innerhalb einer fünfminütigen 
Inkubation bei RT. Danach wurde der Ansatz erneut bei RT für 10 min bei 13000 x g pelletiert 
und das Pellet danach mit 200 µl 70 %igem Ethanol gewaschen. Das luftgetrocknete Pellet 










Um größere Mengen hochqualitativer Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen zu isolieren, 
wurden 200 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika angeimpft. Nach einer üN-
Inkubation bei 37 °C im Schüttler wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe des EndoFree Plasmid 
Maxi Kit von Qiagen isoliert. Die Verwendung der Materialien und Lösungen erfolgte gemäß 
Herstellerangaben. 
 
3.2.9.2   DNA-Isolierung aus eukaryotischen Zellen 
 
3.2.9.2.1  DNA-Isolierung aus einer Schwanzbiopsie 
 
Zur Gewinnung von DNA aus dem Schwanz von Mäusen, wurden zunächst etwa 0,5 cm 
Schwanzspitze mit einer heißen Schere abgeschnitten. Diese wurde mit 250 µl Lysepuffer (mit 
frisch zugegebener Proteinase K 1:100) gemischt und für etwa 4 h bei 55 °C bei 800 rpm im 
Thermomixer inkubiert. Danach wurden die Proben bei RT für 10 min und 13000 rpm 
zentrifugiert, um überschüssige Zelltrümmer zu pelletieren. Der Überstand mit der enthaltenen 
DNA wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 200 µl Isopropanol gemischt und 
invertiert bis die DNA präzipitiert war. Die Pelletierung der DNA erfolgte bei RT für 20 min bei 
13000 rpm. Nachdem der Überstand verworfen wurde, konnte das Pellet mit 500 µl 70 %igem 
Ethanol gewaschen werden. Das luftgetrocknete Pellet konnte schließlich in 50 µl TE-Puffer 
für 1 h bei 55 °C und 800 rpm im Thermomixer gelöst werden. Die Lagerung der DNA aus 
Schwanzspitzen bis zur Typisierung mittels PCR erfolgte bei 4 °C.  
 
3.2.9.2.2  DNA-Isolierung aus ES-Zellen (Embryonale Stammzellen) 
 
Für die DNA-Extraktion aus ES-Zellen wurde das mit PBS gewaschene Zellpellet (vorher in 10 
cm Schalen kultiviert) zunächst in 4 ml ES-Zelllysepuffer mit frisch zugegebener Proteinase K 
(1:100) üN bei 56 °C unter Schütteln inkubiert. Das Reaktionsgefäß wurde anschließend 
abgekühlt und danach mit 4 ml Isopropanol versetzt und invertiert bis sich ein weißer DNA-
Faden bildet. Dieser wurde mit Hilfe einer sterilen gelben Pipettenspitze in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt, zweimal mit 1 ml 70 %igem Ethanol gewaschen und nach 
Lufttrocknung des Pellets konnte die DNA in 200 µl ddH2O aufgenommen werden.  
Für das Screening von ES-Zellen nach einer Elektroporation mit dem spezifischen Subklon, 
wurden Einzel-ES-Zellklone gepickt und in 96-Well-Flachbodenplatten bis zur Konfluenz 
kultiviert. Nach der Pelletierung und dem Waschen mit PBS konnte die DNA aus den Zellen 




extrahiert werden. Dafür wurden die Zellen als Erstes mit 50 µl ES-Zelllysepuffer mit frischer 
Proteinase K (1:100) pro Well versetzt und danach die Platte mit Parafilm luftdicht 
verschlossen. Die Platte wurde im Anschluss in eine mit feuchten Papiertüchern ausgekleidete 
Box gelegt und diese verschlossen. Die Lyse erfolgte üN bei 55 °C unter Schwenken. Am 
nächsten Morgen wurde die 96-Well-Platte für mind. 1 h bei RT abgekühlt und anschließend 
100 µl 100 %iger Ethanol zu jedem Well gegeben und für 2 h bei RT inkubiert. Nach einer 20 
minütigen Zentrifugation bei 4 °C und 13000 x g wurde die Platte vorsichtig umgedreht und 
der Überstand verworfen. Die Zellen wurden danach dreimal mit je 100 µl 70 %igem Ethanol 
gewaschen. Dabei war zu beachten, dass der Überstand in den Wells nach jedem 
Zentrifugationsschritt sehr vorsichtig durch Umdrehen der Platte verworfen wurde. Nach dem 
letzten Waschschritt wurde die restliche Flüssigkeit an der Platte mit einem Papiertuch 
abgetupft und die Pellets für etwa 15 min luftgetrocknet. Final konnte die DNA in 25 – 50 µl 
ddH2O aufgenommen werden.  
 
3.2.9.2.3   DNA-Isolierung aus tierischem Gewebe 
 
Für die Isolierung von DNA aus tierischem Gewebe ist es anfänglich wichtig das tierische 
Gewebe mit einem Skalpell und anschließend mit einem Handmörser zu zerkleinern und durch 
ein 40 µm Zellsieb (BD) zu zerquetschen. Danach konnte der Ansatz in entsprechendem 
Volumen Lysepuffer (bei einer Milz wurden 4 ml Lysepuffer verwendet) aufgenommen werden 
und üN bei 55 °C unter Schwenken inkubiert werden. Folgend wurden die Proben wie unter 
3.2.9.2.2 beschrieben mit Isopropanol gefällt, mit Ethanol gewaschen und schließlich das 




Bevor die DNA-Fragmente sequenziert werden konnten, mussten sie einen Cycle Sequencing- 
und einen Aufreinigungsschritt durchlaufen.  
Für den ersten Schritt wurde das kommerziell erhältliche Kit BigDye® Terminator v1.1  Cycle 
Sequencing Kit von Applied Biosystems mit den entsprechenden Empfehlungen des 
Herstellers verwendet. Hierfür wurden je Probe und je Primer eine Reaktion,  wie in Tabelle 
3.2.10.1 dargestellt, angesetzt und im Gradientencycler das entsprechende Programm 








Tabelle 3.2.10.1 Cycle-Sequencing-Ansatz 
Komponenten Volumina 
BigDye 5 x Reaktionspuffer 2 µl 
BigDye 2 µl 
DNA 300 ng für Plasmid-DNA, 5 µl von einem 
aufgereinigten PCR-Ansatz  
Primer (10 µM) 1 µl 
ddH2O ad. 20 µl 
 
Tabelle 3.2.10.2 Cycle-Sequencing-Programm 
Temperatur  Dauer Wiederholung 
95 °C 1 min  
95 °C 30 sec  
    x 25 55 °C 15 sec 
60 °C 4 min 
  
Um anschließend die Proben von überschüssigen Primern und dNTPs zu befreien, wurde eine 
96er-Filterplatte (AcroPrep, 0.45 µm, PALL Life Sciences) auf einer 96er-Rundbodenplatte 
(CoStar) fixiert und in die Vertiefungen der Filterplatte jeweils Sephadex G-50 Fine von GE 
Healthcare und 300 µl ddH2O pipettiert. Die Platte wurde nach einer 3 stündigen Inkubation 
bei 4 °C für 3 min bei 1000 x g zentrifugiert. Danach wurde die Filterplatte auf einer neuen 
96er-Rundbodenplatte fixiert und der komplette Reaktionsansatz auf eine Granulatsäule 
gegeben und erneut für 3 min bei 1000 x g zentrifugiert. Im Anschluss konnten jeweils 2 µl der 
aufgereinigten Probe zusammen mit 10 µl Hi-Di Formamide (Applied Biosystems) in eine 96er 
Sequenzierplatte gegeben und am 3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems) sequenziert 
werden. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Contig Express (Bestandteil von Vector NTI 
v.10, Invitrogen).  
 
3.2.11 Enzymatische Restriktionsspaltung von DNA-Fragmenten 
 
Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen vom Typ 2 wurden Plasmide linearisiert oder DNA-
Fragmente aus Plasmiden herausgeschnitten. Des Weiteren wurde BAC-DNA oder 
genomische DNA durch Restriktion fragmentiert. Die Enzyme zur Restriktion von DNA wurden 
mit den dazugehörigen Puffern in Anlehnung an die Herstellerangaben (Thermo Scientific) 




verwendet und eine Zusammensetzung einer Standard-Restriktion ist in Tabelle 3.2.11.1    
dargestellt.  
 
Tabelle 3.2.11.1 Zusammensetzung einer Standard-Restriktion 
Komponente Volumina 
DNA  1 µg 
Enzym (10 U / µl) 0,5 µl 
Reaktionspuffer 10 x 2 µl 
ddH2O ad. 20 µl 
1 U wird als die Menge des Enzyms definiert, die unter optimalen Bedingungen benötigt wird, 
um 1 µg DNA in 1 h zu verdauen (Ausubel, 1987). 
 
Analytische Standardrestriktionen wurden für 1 h inkubiert, Präparative dagegen für 2 h. Im 
Anschluss wurde die Spezifität der Restriktion mittels Agarosegelelektrophorese (3.2.1) 
überprüft.  
Die Zusammensetzung für die Fragmentierung genomischer DNA zur Analyse von 
spezifischen DNA-Abschnitten mittels SouthernBlot ist unter 3.2.18 aufgeführt und die der 
Kontrollrestriktion von BAC-DNA ist unter 3.2.8.1.2 erfasst.  
 
3.2.12 Homologe Rekombination von DNA-Sequenzen 
 
Um in einem BAC-Vektor präzise DNA-Modifikationen zu erzielen, konnten, aufgrund der 
Größe des Moleküls und den damit einhergehenden fehlenden Restriktionsschnittstellen an 
den gewünschten Positionen, nicht die konventionell verwendeten Klonierungsmethoden 
herangezogen werden. Stattdessen wurde die Methode der homologen Rekombination mittels 
Red/ET Recombination Kit  (Gene Bridges) angewendet, bei der es zu einem Austausch von 
genetischem Material zwischen homologen Bereichen  zweier DNA-Moleküle kommt. 1998 
zeigten Zhang und seine Mitarbeiter, dass zwei von λ Phagen-codierte Proteine Redα und 
Redβ nur 42 bp lange homologe Bereiche zwischen linearen DNA-Molekülen benötigen, um 
homologe Rekombination auszulösen (Muyrers, et al., 1999). Diese Proteine wurden auf dem 
thermosensitiven, tet-resistenten low-copy Plasmid pRedET unter einem Arabinose-
induzierbaren Promotor BAD kodiert. Außerdem wurde auch das Protein Redγ in diesem 
Operon exprimiert, welches den endogenen RecBCD-Komplex hemmt, der im endogenen 
E.coli-System zur Degradation linearer DNA führen kann. Das Plasmid kann bei einer 
Kultivierung unter tet-Selektion bei 30 °C vermehrt werden und bei einer Temperaturerhöhung 




auf 37°C und unter Zugabe von L-Arabinose werden die Rekombinasen Redα/β/γ exprimiert. 
Jedoch kommt es ohne Antibiotika-Selektion zu einem raschen Verlust des Plasmids.  
 
 
Abbildung 3.2.12.1 Übersicht über die Insertion eines Selektionsmarkers durch Red/ET 
Rekombination 
 
Die Insertion eines Selektionsmarkers durch Red/ET Rekombination ist in Abbildung 3.2.12.1 
schematisch dargestellt. Dabei wurden sämtliche Schritte zügig, aber gleichzeitig behutsam 
durchgeführt und alle Reagenzien und das Reaktionsgefäß waren eisgekühlt. Zunächst wurde 
das Plasmid pRed/ET in die BAC tragenden E.coli-Zellen transformiert. Hierfür wurde eine 
Übernachtkultur des BAC-Klons in LB-Medium mit entsprechender Antibiotikaselektion 
(RPCI23 Bibliothek-cm) bei 37 °C angelegt. Am nächsten Morgen wurden 30 µl dieser 
Übernachtkultur in 1,4 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum überimpft und für 2 h 
bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien bei 4 °C für 30 sec bei 11000 x g 
pelletiert und in 1 ml eiskaltem ddH2O resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde wiederholt 
und nach erneutem Zentrifugieren und Verwerfen des Überstands verblieben etwa 30 – 50 µl 
Bakteriensuspension im Reaktionsgefäß. Nun konnte 0,1 – 0,2 µg pRed/ET zugegeben, 
gemischt und die Lösung in eine Elektroporationsküvette (1 mm Elektrodenabstand, Bio Rad) 
überführt werden. Die Elektroporation erfolgte mit dem Elektroporator 2510 von Eppendorf bei 
1350 V und einer Zeitkonstante von ca. 5 – 6 ms und danach wurde die Küvette mit 1 ml LB-
Medium ohne Antibiotikum gespült und in ein Reaktionsgefäß überführt. Die 
Bakteriensuspension wurde im Anschluss bei 30 °C für 70 min inkubiert, danach auf LB-
Agarplatten mit 15 µg / ml (cm) und 3 µg / ml (tet) ausplattiert und bei 30 °C und unter 
Lichtabschluss für 1 – 2 Tage kultiviert werden.  
In einem weiteren Schritt konnte die homologe Rekombination induziert werden. Hierfür wurde 
ebenfalls eine Übernachtkultur des pRed/ET transformierten BAC Klons in LB-Medium mit cm 
und tet bei 30 °C angesetzt. 30 µl dieser Kultur wurden in dreifacher Ausführung ebenfalls in 
1,4 ml LB-Medium mit cm und tet überimpft und für 30 °C für 2 h inkubiert (Probe für die 
erwünschte Rekombination; Negativkontrolle a: ohne L-Arabinose, keine Induktion der 
Expression der Rekombinasen; Negativkontrolle b: mit L-Arabinose, aber ohne lineares PCR-
Produkt). Nun konnten zu der Probe und der Negativkontrolle b  20 µl L-Arabinose (10 % (m/ 
v)) zugegeben und die Ansätze bei 37 °C für 40 min inkubiert werden.   




Die Elektroporation des linearen DNA-Fragments (0,1 – 0,2 µg) erfolgte erneut bei 1350 V und 
einer Zeitkonstante von etwa 5 – 6 ms (Negativkontrolle b ohne lineare DNA elektroporiert). 
Die gewünschten linearen DNA-Fragmente mit den entsprechenden 5´ und 3´ 
Homologieregionen (50 bp) wurden mittels PCR amplifiziert (3.2.2) und aus dem Agarosegel 
aufgereinigt (3.2.3). Außerdem konnten durch eine spezielle Konstruktion der Primer 
verschiedene Tags oder Restriktionsschnittstellen in die DNA-Sequenz integriert werden. Die 
Küvette wurde im Anschluss mit 1ml LB-Medium ohne Antibiotika gespült und die Suspension 
bei 37 °C für 70 min inkubiert. Zum Abschluss konnte die Bakteriensuspension nun auf LB-
Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika (cm und Antibiotikum für die 
Selektionskassette) ausplattiert und bei 37 °C für 1 – 2 Tage inkubiert werden. Die 
Kolonienzahl  auf der Agarplatte mit der Probe sollte dabei etwa 100 x höher sein, als auf den 
Kontrollplatten.  
Die korrekt rekombinierten Klone wurden mit Kolonie-PCR (3.2.2) identifiziert. Im Anschluss 
wurde eine BAC-Minipräparation (3.2.9.1.1) der entsprechenden Klone durchgeführt und die 
BAC-DNA mit entsprechender Kontroll-BAC-DNA mittels Kontrollrestriktion geschnitten. 
Hierfür wurden 10 µl einer BAC-Minipräparation mit 20 U Enzym und entsprechendem Puffer 
versetzt und üN inkubiert. Am nächsten Tag wurde der Ansatz mittels 
Pulsfeldgelelektrophorese (3.2.15) aufgetrennt und überprüft, ob das korrekte Bandenmuster 
identifiziert werden konnte. Als letzter Schritt erfolgte die Sequenzierung der maßgeblichen 
modifizierten Sequenzen (3.2.10).  
 
3.2.13 Ligation von DNA-Fragmenten mit linearisierten Vektoren 
 
Die Ligation von DNA-Fragmenten und linearisierten Vektoren erfolgte mit der T4 DNA Ligase 
von ThermoScientific und wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. Das Enzym katalysiert 
in Gegenwart von Mg2+-Ionen und unter ATP-Verbrauch die Bildung von 
Phosphodiesterbindungen zwischen DNA-Molekülen. Für die Ligation von Insert-DNA und 
Vektor-DNA wurde ein molares Verhältnis von 3:1 gewählt und dabei betrug die Gesamtmasse 
an DNA im Ansatz 400 ng. Die Reaktion wurde für 30 min bei RT inkubiert und anschließend 
für 15 min bei 70 °C inaktiviert. Weiterführend konnte der Ligationsansatz direkt für eine 




Um DNA nach einer Präparation aufzureinigen und von störenden Proteinen zu befreien, 
wurde die Extraktion mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol von ROTH durchgeführt. Da DNA, 




RNA und Proteine unterschiedliche Löslichkeiten in dieser zweiphasigen Emulsion aufweisen, 
konnten sie durch diese Methode voneinander getrennt werden. Zunächst wurde die DNA-
Lösung 1:1 mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) gemischt, für 2 min gevortext (bei 
Phenol-Chloroform-Extraktionen von BAC-DNA wurden die Proben ausschließlich invertiert) 
und für 2 min bei 10000 x g zentrifugiert. Da die DNA sich in der oberen, wässrigen Phase 
ansammelte, konnte diese einfach in ein neues Reaktionsgefäß überführt werden. Die in der 
unteren Phase befindlichen Proteine wurden verworfen. Nach einer erneuten Überschichtung 
mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol und folgender Zentrifugation wurden Phenolreste 
weiterführend durch dreifaches Überschichten und Zentrifugieren mit Chloroform entfernt. 
Schließlich konnte die aufgereinigte DNA mit Isopropanol im Verhältnis 1:1 gefällt werden. 
Nach einer 20 minütigen Zentrifugation bei 4 °C und 10000 x g konnte das luftgetrocknete 




Mit einer gängigen Agarosegelelektrophorese (3.2.1) können DNA-Fragmente > 20 kb 
schlecht aufgetrennt werden. Jedoch kann dafür die Pulsfeldgelektrophorese herangezogen 
werden, denn dabei wird das elektrische Feld nicht konstant angelegt sondern alterniert 
zwischen konstanten Winkeln. Dadurch wird der Auftrennungsbereich der DNA-Fragmente 
wesentlich erhöht. Für die Auftrennung von BAC-DNA-Fragmenten wurde eine CHEF DR III 
Apparatur von BioRad mit den folgenden Einstellungen verwendet: Feldwinkel 120 °C; 
Feldstärke 6 V/ cm; Switch time ramp 0,1-25 sec; 0,5 x TAE-Puffer bei 12 °C; Gelstärke 1 % 
(m/v). Nach 18 stündigen Gellauf wurde das Gel mit Ethidiumbromid-Lösung (0,5 µg/ml) 
zunächst für 1 h gefärbt und anschließend wieder mit ddH2O entfärbt. Die DNA-Banden 
konnten final durch UV-Licht visualisiert werden.  
 
3.2.16 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)  
 
Die quantitative Real-Time-PCR basiert zum einen auf dem Prinzip der 
Polymerasekettenreaktion (3.2.2) und dient somit zum Vervielfältigen von Nukleinsäuren. Zum 
anderen wird die amplifizierte DNA während der Reaktion quantifiziert, da während jedem 
qRT-PCR-Zyklus („real-time“) ein Fluoreszenzsignal detektiert wird. Die Zunahme des 
Fluoreszenzsignales korreliert dabei mit der Menge an amplifizierter DNA und die 
Quantifizierung dieser erfolgt jeweils in der exponentiellen Phase der PCR.  
 




Für die Quantifizierung von Nukleinsäuren in Echtzeit gibt es verschiedene Möglichkeiten und 
in dieser Arbeit wurde der GoTaq® qPCR Master Mix von Promega mit einem DNA-
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff (Name wird von der Firma nicht angegeben) verwendet. 
Die Fluoreszenz dieses Farbstoffes erhöht sich durch die Bindung an die DNA und somit 
korreliert die Menge an gefärbter DNA mit der Zunahme des Fluoreszenzsignals. 
 
Basierend auf dem folgendem Ansatz wurde ein Master-Mix aller zu untersuchenden cDNA-
Proben, RT--Kontrollen und No-Template-Kontrollen (NT) für das spezifische Primerpaar und 
ebenfalls für ein Primerpaar zur Amplifikation des Referenzgens GAPDH pipettiert: 
 
Tabelle 3.2.16.1 Zusammensetzung eines Ansatzes  für die qRT-PCR 
Komponente Volumina 
Reaktionspuffer 2 x 10 µl 
CRX (Referenzfarbstoff) 100 x  0,2 µl 
Primer-Mix (sense + antisense Primer, 
jeweils 10 pmol/µl) 
2 µl 
cDNA 1 µl (Proben + RT-) / 0,3 µl (GAPDH) / 0 µl (NT) 
H2O 6,8 µl (Proben + RT-) / 7,5 µl (GAPDH) 
 
Nach Vorlegen der PCR-Komponenten in eine PCR-96-AB-C PCR® microplate von Axiygen 
Scientific wurde die cDNA als zugegeben und für jede Probe wurde eine Triplett-Bestimmung 
durchgeführt. Anschließend wurde die 96er-Flachbodenplatte mit einer Folie versiegelt (qRT-
PCR-Folie ultra clear, Kisker Biotech) und die quantitative Real-Time-PCR wurde nach den in 
der Tabelle 3.2.16.2 aufgeführten Bedingungen in einem 7300 Real Time PCR System von 
Applied Biosystems durchgeführt.  
 
Tabelle 3.2.16.2 Übersicht über die verwendeten Bedingungen der qRT-PCR 
 PCR-Abschnitt Temperatur Dauer Wiederholung 
1 Initiale Denaturierung 95 °C 2 min  
2 Denaturierung 95 °C 15 sec      x 40  








3.2.17 RNA-Isolation aus eukaryotischen Zellen und Geweben 
 
Für die Isolation von RNA wurden zum einen eukaryotische Zellen geerntet oder zum anderen 
tierische Gewebe entnommen und entweder auf Eis inkubiert und frisch weiterverarbeitet oder 
in RNAlater RNA Stabilization Reagent von Quiagen aufgenommen und bei -80 °C aufbewahrt. 
Alle Arbeiten erfolgten in RNase-freier Umgebung durch den Einsatz von RNase AWAY von 
Sigma-Aldrich. 
Zunächst wurden 2 x 106 eukaryotischen Zellen in 350 µl RLT-Puffer (mit 1:100 frisch 
zugegebenen ß-Mercaptoethanol von Sigma versetzt) aus dem RNeasy Mini Kit von Quiagen 
aufgenommen und  anschließend mittels QIAshredder Säulen ebenfalls von der Firma 
Quiagen homogenisiert. Die tierischen Gewebe dagegen wurden auf unterschiedliche Art und 
Weise aufgeschlossen und homogenisiert. Lymphknoten wurden zwischen zwei Objektträgern 
(Engelbrecht) zerdrückt und in RLT-Puffer aufgenommen. Dagegen wurden Milz, Leber und 
Lunge zunächst in RLT-Puffer mit einem Handmörser grob aufgeschlossen und weiterführend 
in der Schwingmühle MM 400 von Retsch mit 5 mm großen Stahlkugeln für 2 x 90 sec bei 30 
Hz homogenisiert. Bindegewebe wie Herz und Haut wurde zunächst in ein M tube von Miltenyi 
Biotec mit RLT-Puffer gegeben und im gentleMACS™ dissociater ebenfalls von Miltenyi Biotec 
für 90 sec homogenisiert. Das Lysat wurde anschließend bei RT für 2 min bei 2000 x g 
herunterzentrifugiert und danach in einem neuen Reaktionsgefäß mit 590 µl ddH2O und 10 µl 
Proteinase K von Quiagen für 10 min bei 55 °C inkubiert. Weiterführend wurde das Lysat bei 
RT für 3 min bei 10000 x g zentrifugiert und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt. 
Im Anschluss wurde die RNA aus allen homogenisierten Zell- oder Gewebelysaten mit dem 
RNeasy Mini Kit von Quiagen nach Herstellerangaben isoliert. Danach erfolgte ein DNase-
Verdau mit der TURBO™ DNase von Ambion um restliche dsDNA in den RNA-Proben zu 
eliminieren. In der Folge mussten die Proben einem „RNA cleanup“ ebenfalls mit dem RNeasy 
Mini Kit von Quiagen unterzogen werden. Final konnte die Konzentration und Reinheit der 
RNA-Proben mit dem Nanodrop 1000 Pectral Photometer von Thermo Scientific gemessen 
werden. 
 
3.2.18 Southern Blot 
 
Die Methode des Southern Blots hat das Ziel, DNA-Fragmente, die zuvor mittels 
Gelelektrophorese ihrer Länge entsprechend aufgetrennt wurden, auf eine Membran zu 
fixieren. Schließlich sollen bestimmte DNA-Sequenzen durch Hybridisieren mit einer 
markierten Sonde spezifisch nachgewiesen werden. Das Verfahren wurde nach dem Erfinder 




Ed. M. Southern benannt, der diesen Vorgang zum Nachweis von DNA erstmals 1975 
publizierte (Southern, 1975).  
Bevor der eigentliche Blot erfolgen konnte, musste zunächst die zu analysierende DNA 
präpariert werden (3.2.9) und im Anschluss mit einem entsprechenden Restriktionsenzym üN 
bei 37 °C verdaut werden. In Tabelle 3.2.18.1 ist ein Standard-Restriktions-Ansatz für den 
Southern Blot dargestellt. 
 
Tabelle 3.2.18.1 Übersicht über eine Standard-Restriktion für den Southern Blot 
Komponente Volumina 
DNA  ~ 15 µg bei genomischer DNA, für BACs 
oder Plasmide auch weniger möglich 
Enzym (50 U/µl) 7 µl 
Reaktionspuffer 10 x 2 µl 
RNase A 10 mg/ml 0,7 µl 
Spermidin 0,1 M 0,7 µl 
1 x BSA (100x) 0,7 µl 
ddH2O ad. 70 µl 
 
Am nächsten Morgen wurden erneut 2 µl des Restriktionsenzyms zugegeben und die Proben 
für weitere 8 h inkubiert.  
Anschließend konnten die Proben mit 10 µl 6 x Ladepuffer versetzt und einem Größenstandard 
auf ein 0,7 %iges Agarosegel aufgetragen werden. Die Agarosegelelektrophorese erfolgte bei 
30 V üN. Die DNA konnte danach durch das im Gel enthaltene Ethidiumbromid visualisiert 
werden. Dadurch konnte die Qualität der Restriktion überprüft werden und das gewünschte 
Gelstück mit den entsprechenden Proben und DNA-Größen ausgewählt werden. Folgend 
wurde die DNA im Agarosegel erst für 30 min schwenkend in Denaturierungspuffer denaturiert 
und im Anschluss das Gel durch 30 minütiges Schwenken in Neutralisationspuffer wieder 
neutralisiert.  
Für den eigentlichen Blotvorgang wurde zunächst eine Schale mit 10 x SSC halbvoll gefüllt 
und ein Gelträger darüber gelegt. Der Transferstapel bestand aus 3 x Whatman Papier, deren 
Enden in 10 x SSC gegeben wurden.  Darüber wurde das Agarosegel mit den Taschen nach 
unten gelegt und darauf die Membrane (Nylon Membranes, positively charged von Roche), 
welche zuvor in 2 x SSC geschwenkt wurde. Darauf wurden erneut 3 x angefeuchtete 
Whatman Papiere gelegt und der Transferstapel mit einem Stapel Papiertücher abgedeckt und 
mit Gewichten beschwert. Außerdem musste darauf geachtet werden, dass die Ränder des 




Stapels mit handelsüblicher Klarsichtfolie abgedichtet wurden. Die DNA wurde für mind. 16 h 
geblottet.  
Am nächsten Tag wurde die Membran für 30 min bis 1 h bei 120 °C gebacken, um die DNA 
auf der Membran zu fixieren.  
Alle nun folgenden Arbeiten wurden im Radioaktivlabor des Medizinisch Theoretischen 
Zentrums (MTZ) Dresden durchgeführt. Die Membran wurde für die Hybridisierung mit einer 
Sonde zunächst in 2 x SSC gelegt und in ein vorgewärmtes Hybridisierungsröhrchen überführt 
und mit 25 ml Hybridisierungslösung im Hybridisierungsofen bei 65 °C für mindestens 3 h 
prähybridisiert.  
Die Amplifikation der Sonde mittels PCR erfolgte bereits einige Tage zuvor. Hierfür wurde als 
Template ~ 50 ng genomischer DNA in einem Standard-PCR-Ansatz (Tabelle 3.2.2.1) und 
entsprechenden Primern eingesetzt. Um die genomische DNA zu eliminieren wurde der 
Ansatz danach auf ein Agarosegel aufgetragen und die entsprechende Sonden-Bande mit 
einem Skalpell ausgeschnitten und aus dem Agarosestück aufgereinigt (3.2.3). Die eluierte 
DNA diente nun als Template für eine erneute Sonden-PCR. 
Die Markierung der Sonde erfolgte mit dem Ladderman Labeling Kit von TaKaRa laut Angaben 
des Herstellers. Hierfür wurden 150 ng Sonden-DNA mit 2 µl Random Primer versetzt und für 
3 min bei 95 °C und danach für 3 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden wie in Tabelle 
3.2.18.2 angegeben die Komponenten zugegeben und für 2  h bei 55 °C inkubiert. 
  
Tabelle 3.2.18.2 Übersicht über die Markierungsreaktion der Southern-Blot-Sonde 
Komponente Volumina 
Puffer 2,5 µl 
dNTPs (ohne dCTP, 0,2 mM jeweils) 2,5 µl   
32P-dCTP (3000 Ci/mmmol, 50 µCi) 5 µl 
Bca DNA Polymerase 1 µl 
 
Nach der Aufreinigung der markierten Sonde mittels illustra MicroSpin G50 columns von 
Amersham konnte die Sonde zu der Membran gegeben werden und die Hybridisierung  
erfolgte üN. Am nächsten Morgen wurde der Blot von überflüssiger Radioaktivität befreit, 
indem der Blot jeweils für 30 min bei 68 °C mit Waschpuffer 1 und 2 gewaschen wurde. Danach 
wurde die Membran 2 x 30 min mit Waschpuffer 3 gewaschen und danach sollte die 
Hintergrundradioaktivität höchstens 10 betragen. Die Membran wurde schließlich in 2 x SSC 
getaucht, in einer Klarsichtfolie eingeschweißt und üN in einer Detektionskassette (Molecular 
Dynamics) bei RT inkubiert. Die Detektion erfolgte am nächsten Tag am Phosphoimager SI 
von Molecular Dynamics. 





3.3 Mikrobiologische Methoden 
 
3.3.1 Kultivierung von Bakterien 
 
Die Anzucht der zwei E.coli-Stämme (Tabelle 3.1.3.1) erfolgte entweder in 
Suspensionskulturen in flüssigem LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika oder auf LB-
Agarplatten ebenfalls mit entsprechenden Antibiotika. Die Zusammensetzung der Medien ist 
Tabelle 3.1.14.1 zu entnehmen und eine Übersicht der verwendeten Antibiotika ist in Tabelle 
3.1.1.1 zu finden.  
 
3.3.2 Hitzschock-Transformation von E.coli 
 
Um die konstruierten Plasmide in Bakterienzellen einzubringen, wurden chemisch kompetente 
Subcloning Efficiency™ DH5α™ Competent Cells von der Firma Invitrogen verwendet und die 
Transformation laut Herstellerangaben durchgeführt. Es wurden zunächst 50 µl kompetente 
Bakterienzellen auf Eis aufgetaut und mit 5 - 10 µl der zu transformierenden DNA gemischt. 
Hierbei handelte es sich entweder um die Hälfte eines Ligationsansatzes (100 ng Plasmid-
DNA) oder im Falle einer Retransformation wurden lediglich 10 – 20 ng Plasmid-DNA 
eingesetzt. Nach einer 30 minütigen Inkubation auf Eis erfolgte der Hitzeschock für 50 sec bei 
42 °C im Wasserbad. Anschließend wurde der Ansatz sofort für 2 min auf Eis abgekühlt, bevor 
die Bakterien in 900 µl vorgewärmten LB-Medium  ohne Antibiotikum aufgenommen und für 1 
h bei 37 °C geschüttelt wurden. Schließlich wurden 100 µl der Bakteriensuspension auf einer 
Agarplatte mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Die restlichen Bakterien wurden kurz 
zentrifugiert (RT, 3 min, 3000 x g) und das entstandene Pellet in etwas Überstand aufgelöst 
und ebenfalls auf einer Agarplatte mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Die Kultivierung 
der Platten erfolgte üN im Brutschrank bei 37 °C. 
 
3.3.3 Kryokonservierung  
 
Für die Konservierung verschiedener klonierter Plasmide oder BACs wurden von den 
Bakterien mit den entsprechenden Konstrukten Glycerolstocks angelegt. Hierfür wurden 
Einzelklone von Agarplatten mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in 2 ml LB-Medium 
mit entsprechenden Antibiotika üN bei 37 °C unter Schütteln kultiviert. Am nächsten Tag wurde 
1 ml der Kultur zusammen mit 1 ml 50%igem sterilem Glycerol in Kryoröhrchen gegeben und 
bei – 80 °C gelagert.  





3.4 Proteinbiochemische Methoden 
 
3.4.1 CBA (cytokine bead assay) 
 
In dieser Arbeit wurde für die Quantifizierung der Zytokine IL-1ß, IL-1α, TNF-α und  IL-6 aus 
Zellkulturüberständen und Serumproben das Cytometric Bead Array Kit von BD mit den 
entsprechenden Bead-Kits herangezogen. Das Prinzip dieses Verfahrens (Cook et al., 2001) 
basiert auf einem klassischen Sandwich-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), 
jedoch können bei dieser Methode gleichzeitig bis zu 64 verschiedene Substanzen im 
Durchflusszytometer analysiert werden, da jeder Mikrobead eine unterschiedliche 
Fluoreszenzintensität aufweist.  
Zunächst wurden die Capture beads (APC (Allophycocyanin)/APC-Cy(Cyanin)7 gekoppelte 
Mikrobeads mit Primärantikörpern verschiedener Spezifität) kurz anzentrifugiert und für 30 sec 
gevortext. Je Probe wurden 24,5 µl Capture bead dilutent und je Zytokin 0,5 µl Capture beads 
gemischt und in jedes FACS (fluorescence-activated cell sorting)-Röhrchen 25 µl gegeben. 
Anschließend konnten 50 µl der Probe (Serumproben unverdünnt, Zellkulturüberstände 1:5 
bis 1:10 verdünnt) zugefügt und für 60 min im Dunkeln inkubiert werden. Neben den zu 
analysierenden Proben wurde eine Standardreihe mitgeführt.  
Nach der Zugabe von 24,5 µl Detection bead dilutent und je Zytokin 0,5 µl Detection beads 
(PE(Phycoerythrin)-gekoppelter Sekundärantikörper) erfolgte eine erneute Inkubation für 60 
min im Dunkeln. Folgend wurden alle Proben mit 500 µl Waschpuffer gewaschen und für 5 
min bei 1300 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die geformten Bead-
Komplexe in 200 µl Waschpuffer aufgenommen und anschließend im Durchflusszytometer 
(LSR II, BD) gemessen. Mit Hilfe des FCAP Array (Soft Flow Inc.) und der mitgeführten 
Standardreihe konnten danach die erhaltenen Daten ausgewertet und für jedes einzelne 




Die Proteinkonzentrationen der verschiedenen Proben wurden mit dem DC™ ProteinAssay 
Kit von BIORAD analysiert. Diesem kolorimetrischen Kit liegt eine Weiterentwicklung der 
Lowry-Methode (Lowry, et al., 1951) zugrunde, bei der Proteine mit Cu2+-Ionen in alkalischer 
Lösung Komplexe bilden und folgend die reduzierten Cu+-Ionen mit der gelben Folin-Lösung 
zu tiefblauen Molybdänblau reagieren. Dabei wird das Absorptionsmaximum der Lösung 
verschoben und kann am Photometer bei 750 nm ausgewertet werden. Hierfür wurden 




Reagenz A und Reagenz S  zunächst im Verhältnis 50:1 gemischt und 25 µl davon für jeweils 
eine Bestimmung in 1 well einer 96 Well-Platte pipettiert. Danach wurden 5 µl der 
entsprechend verdünnten Proben (1:5 oder 1:10 in Lysepuffer)  zugegeben und die Reaktion 
durch Zugabe von 200 µl Reagenz B gestartet. Nach Inkubation für 15 min im Dunkeln wurde 
die Platte in einem Mikrotiterplattenlesegerät (Infinite M200, Tecan) eingelesen. Mit Hilfe eines 
mitgeführten BSA (bovine serum albumine)-Standards wurde eine Eichkurve erstellt und 
anhand dieser die Proteinkonzentration der Proben im Mittelwert bestimmt.  
 
3.4.3 Immunpräzipitation mit Caspase-1 p10 (M-20) Antikörper von Santa Cruz 
 
Die zu analysierenden Organe der Maus wurden in 10facher Menge Lysepuffer aufgenommen 
und zunächst mechanisch mit einem Stößel und anschließend mit einem Glas-Homogenisator 
aufgeschlossen und die Proteinkonzentration bestimmt (3.4.2). Danach wurden die 
homogenisierten Proben bei 4 °C für 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert.  
Als Nächstes wurden die Agarose A Beads (Anzahl der Proben x 2 x 20 µl + 10 %) gut 
gevortext in 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und der Flüssigkeitsspiegel am Rand des 
Gefäßes markiert. Anschließend wurden die Beads bei 4 °C, 2 min, 13000 rpm abzentrifugiert 
und der Überstand verworfen. Danach wurden die Agarose A Beads dreimal mit je 1 ml 
Lysepuffer gewaschen, final wieder bis zur Markierung mit diesem aufgefüllt und auf Eis 
gestellt. Im nächsten Schritt wurde 400 µg Protein in 100 µl Lysepuffer gegeben, mit 1 µg 
Isotype-Rabbit IgG und 20 µg Protein A Agarose versetzt und für 2 h bei 4 °C über Kopf 
geschüttelt. Im Anschluss wurden die Proben erneut abzentrifugiert bei 4 °C, 2 min, 13000 rpm 
und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Danach wurden 2 µg Caspase p10 
Antikörper von Santa Cruz dazugegeben und erneut für 2 h bei 4 °C über Kopf geschüttelt. Als 
nächster Schritt folgte die Zugabe von 20 µl Protein A Agarose Beads und weiterfolgend 
wurden die Proben bei 4 °C üN über Kopf geschüttelt. 
Am nächsten Morgen wurden die Proben erneut bei 4 °C, 2 min, 13000 rpm abzentrifugiert, 
der Überstand vorsichtig abgenommen und verworfen. Die verbliebenen Beads wurden 
dreimal mit je 1 ml eiskaltem PBS gewaschen und zum Schluss mit 10 µl 4fach Probenpuffer 
versetzt und für 10 min bei 95 °C aufgekocht. Anschließend konnten die Proben für eine SDS-
PAGE (3.4.5) mit anschließendem WesternBlot (3.4.6) verwendet werden. 
 
 
3.4.4 Immunpräzipitation mit AntiFlag M2 Affinity Gel von Sigma 
 




Wie in 3.4.3 beschrieben, wurden die Proben für die Immunpräzipitation vorbereitet und je 
Probe 400 µg Protein in 100 µl Lysepuffer gegeben.  
Gleichzeitig wurden die AntiFlag M2 Affinity Gel Beads gut gevortext (Anzahl der Proben x 15 
µl + 10 %) und der Flüssigkeitsspiegel am Reaktionsgefäß markiert. Danach wurden die Beads 
bei 4 °C, 2 min, 13000 rpm abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Als Nächstes folgten 
mehrere Waschschritte, zunächst zweimal mit jeweils 1 ml 1 x TBS und anschließend zweimal 
mit jeweils 1 ml Lysepuffer. Final wurde das Reaktionsgefäß wieder bis zur Markierung mit 
Lysepuffer aufgefüllt. Davon wurden jeweils 15 µl zu den Proteinproben gegeben und über 
Nacht bei 4 °C über Kopf geschüttelt. 
Am nächsten Tag folgte ein Zentrifugationsschritt (4 °C, 2 min, 1300 rpm), der Überstand 
wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Danach wurden die Beads dreimal mit jeweils 
1 ml eiskalten PBS gewaschen und zum Schluss mit 10 µl 4fach Probenpuffer versetzt. 
 
3.4.5 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Zur Separation der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurde eine diskontinuierliche SDS-
PAGE nach der von Lämmli (Laemmli, 1970) beschriebenen Methode durchgeführt. Die 
meisten Proteine binden Natriumdodecylsulfat (SDS) und die Eigenladung der Proteine wird 
überdeckt. Dabei entstehen negativ geladene SDS-Protein-Komplexe mit konstanten 
Ladung/Masse-Verhältnis (1,4 g SDS/g Protein in 1 % SDS-Lösung). Außerdem führt dieses 
anionische Detergens zur Denaturierung der Proteine und unterbindet Protein-Protein-
Wechselwirkungen.  
Für die Gelelektrophorese wurden verschiedenen Puffer (Proben-, Lauf- und Transferpuffer) 
sowie Chemikalien aus dem NuPAGE®-System der Firma Invitrogen verwendet und als 
Trennmedium wurde auf bereits gebrauchsfertige 10 %ige Bis-Tris-Gele ebenfalls von 
Invitrogen zurückgegriffen. Der niedrigere pH-Wert im Vergleich zu klassischen Tris-Glycin-
Gelen erhöht die Haltbarkeit der Gele und führt außerdem zu einer verbesserten Stabilität der 
Proteine während der Gelelektrophorese ((Moos, et al., 1988). Die Gele wurden in 
Elektrophoresekammern X-Cell SureLock von Invitrogen eingesetzt. 
Bevor die Proben zusammen mit einem Proteingrößenstandard auf das Gel aufgetragen 
werden konnten, wurden diese mit LDS-Probenpuffer und Reduktionsmittel versetzt und für 
10 min bei 95 °C gekocht. Die Auftrennung der Proben erfolgte anschließend bei 200 V für 45 
min bis 1 h.  
 
3.4.6 Western Blot 
 




Um die aufgetrennten Proteine nach einer SDS-PAGE (3.4.5) spezifisch mit Antikörpern 
nachweisen zu können, wurden sie mit Hilfe des Wet-Blot-Verfahrens zunächst auf eine 
Nitrocellulose-Membran transferiert ((Towbin, et al., 1979). Hierfür wurden die 
Polyacrylamidgele entsprechend den Angaben von Invitrogen in das X Cell II™ Blot Module 
eingelegt und der Transfer erfolgte bei 30 V für 90 min. Anschließend wurde die Membran für 
1 min mit 0,1 %iger Ponceau-S-Lösung geschwenkt, um den Transfer der Proteine zu 
verifizieren.  Die Proteinbandenmuster wurden fotografisch dokumentiert und folgend wurde 
die Membran durch mehrfaches Waschen mit 1 x TBS-T wieder entfärbt. Im Anschluss an den 
Transfer wurden die Proteine immunochemisch detektiert (3.4.7).  
 
3.4.7 Immunchemische Detektion von Proteinen 
 
Nach der Übertragung der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran (3.4.6) 
wurden die Proteine von Interesse mit Hilfe eines direkten oder indirekten immunologischen 
Nachweises detektiert.  
Die Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen erfolgte mit 5 % Magermilchpulver in 1 x 
TBS-T oder ausschließlich mit 1 x TBS-T für 2 h. Danach wurde ein Protein-spezifischer 
Primärantikörper in Blockierungslösung verdünnt und bei 4 °C üN unter Schwenken mit der 
Membran inkubiert. Am nächsten Morgen wurde die Membran nach mehrmaligen Waschen 
mit 1 x TBS-T für 5 min mit einem entsprechenden Sekundärantikörper für 1 h auf dem 
Kippschüttler inkubiert und anschließend erneut mehrfach mit 1 x TBS-T für 5 min gewaschen. 
Der an Meerrettichperoxidase (horse raddish peroxidase, HRP) gekoppelte sekundäre 
Antikörper bindet speziesabhängig an den konstanten Bereich des primären Antikörpers. Im 
Falle der direkten Detektion des Flag-Tags verfügte bereits der Primärantikörper über eine 
HRP-Kopplung. Die HRP setzt das Substrat Luminol, welches in der Detektionslösung Lumi-
LightPlus Western Blotting Substrate von Roche enthalten ist, um. Die dabei freigesetzte 









3.5 Zellbiologische Methoden 
 




3.5.1 Bestimmung der Zellzahl 
 
Für die Bestimmung der Zellzahl wurden die adhärenten Zellen zunächst trypsiniert und für 5 
min bei 130 x g zentrifugiert. Die Überstand wurde verworfen und die Zellen in einem 
bestimmten Volumen Medium aufgenommen. 2 µl dieser Zellsuspension wurde nun in 10 ml 
CASYton Puffer gegeben und die Zellzahl mit Hilfe des CASY 1 Model TT (Schärfe) bestimmt. 
Im Anschluss konnten die Zellen auf die gewünschte Zellzahl/ml eingestellt werden. 
 
3.5.2 Isolierung und Generierung von BMDCs  
 
Grundsätzlich orientiert sich das nachfolgende Protokoll an dem von Olaf Groß 2012 
publizierten Procedere (Gross, 2012; Gross, et al., 2012). Unter sterilen Bedingungen wurde 
das Knochenmark aus Tibia und Femura gewonnen. Hierfür wurden die Knochen der 
Hinterläufe eines Tieres zunächst präpariert und danach in PBS gelegt. Nach einem 30 
sekündigen Schwenken in 96 %igem Ethanol konnten die Knochen an beiden Enden mit einer 
feinen Schere aufgeschnitten und das Knochenmark unter Verwendung einer 0,4 mm x 19 mm 
großen Kanüle von BD mit ISCOVE Medium nativ heraus gespült werden. Nach Resuspension 
der Zellen wurden diese über ein 40 µm Zellsieb von BD gefiltert und anschließend gezählt. 1 
x 107 Zellen wurden dann in 12 ml ISCOVEkomplett + GM-CSF (InvivoGen) 40 ng/ml und in einer 
10 cm Schale ausgesät. Nach einer Kultivierung von 7 Tagen bei 37 °C inklusive einem 
Mediumwechsel können die BMDCs mit Trypsin-EDTA Lösung von Sigma abgelöst und final 
für eine Stimulation eingesetzt werden. 
 
3.5.3 Kryokonservierung von Zellen 
 
Um die adhärente Zelllinie HEK293T einzufrieren und zu lagern, mussten die Zellen zunächst 
abtrypsiniert und pelletiert werden. Im Anschluss wurden die Zellen im Einfriermedium 
aufgenommen und die Suspension in ein Einfrierröhrchen je 1 ml überführt. Dabei wurde eine 
Zelldichte von etwa 5 x 106 Zellen/ ml angestrebt. In einem mit Isopropanol gefüllten Container 
(Mr. Frosty, Nalgene) wurden die Proben zunächst für 48 h bei -80 °C vorinkubiert. Dies 
ermöglichte einen schonenden Gefriervorgang, bei dem die Zellen pro Minute um etwa 1 °C 
heruntergekühlt wurden. Folgend konnten die Proben in flüssigen Stickstoff bei etwa -188 °C 
gelagert werden.  
Um eine schnellen Auftauvorgang zu gewährleisten und somit die Zellen zügig von der 
toxischen Wirkung des Gefrierschutzmittels zu befreien, wurden die Proben bei 37 °C im 
Wasserbad aufgetaut. Anschließend wurden die Zellen in 10 ml Zellkulturmedium 




aufgenommen und sofort für 10 min bei 130 x g zentrifugiert. Das Pellet konnte danach in 20 
ml DMEMkomplett aufgenommen und die Zellsuspension in 75 cm2-Zellkulturflaschen ausgesät 
werden.  
 
3.5.4 Kultivierung von Zelllinien 
 
Alle Arbeiten wurden an Werkbänken (HeraSafe, Kendro Heraeus) unter aseptischen 
Bedingungen durchgeführt und alle verwendeten Medien und deren Komponenten, Puffer  und 
Verbrauchsmaterialien entweder steril bezogen oder vor Gebrauch autoklaviert. Die 
Kultivierung aller Zelllinien erfolgte im Brutschrank (CytoPerm 2, Heraeus) bei 37 °C und 5 % 
CO2-Atmosphäre und alle Zellkulturmedien wurden vor Benutzung auf 37 °C im Wasserbad 
vorgewärmt. Die adhärente Zelllinie HEK293T wurde in Zellkulturflaschen mit 
gasdurchlässigem Sterilfilter von CellStar hauptsächlich mit einer Wachstumsfläche von 75 
cm2 in DMEMkomplett kultiviert und aller 3 bis 4 Tage passagiert. Generierte BMDCs aus 
Knochenmarkzellen wurden dagegen in 10 cm Kulturschalen Petri Dish 94 x 16 von Greiner 
kultiviert.  
 
3.6 Tierexperimentelle Methoden 
 
3.6.1 Genotypisierung 
Die Jungtiere wurden 21 Tage nach der Geburt von ihren Eltern getrennt, nach Geschlecht 
separiert und es wurden ihnen Ohrmarken gesetzt. Außerdem erfolgte eine Biopsie der 
Schwanzspitze von etwa 0,5 cm und von dieser wurde die DNA isoliert (3.2.8.2.1). Die 
Genotypisierung erfolgte mittels Polymerasekettenreaktion (3.2.2) und die verwendeten 




Die Mäuse wurden im Tierstall des EZT (Experimentellem  Zentrum Tierhaltung) des 
Universitätsklinikum Carl Gustav Carus in Dresden unter SPF (specific pathogen free)-
Bedingungen gehalten. Der Tag-Nacht-Zyklus der Tiere dauerte 12 h/12 h und die Tiere hatten 
freien Zugang zu Futter und Wasser. 
Für die Dokumentation der Mauskolonie im Tierstall wurden alle Mäuse in die Tierkolonie-
Management-Software PyRAT von Scionics eingetragen und konnten dadurch optimal 
verwaltet werden. 







Für die Entnahme von Haut wurden die Mäuse zunächst mit 10 µl/g Körpergewicht Maus mit 
Narkosegemisch betäubt und anschließend am Rücken rasiert. Die Rückenhaut konnte 
danach gefaltet und mit einer 6 mm Biopsiestanze von PFM ein Halbkreis an der Kante der 
Hautfalte ausgestochen werden.  
 
3.6.4 Retroorbitale Blutentnahme und Herzpunktion 
 
Die Narkotisierung für die finale Blutentnahme am Herzen erfolgte wie in 3.6.3 angegeben. Im 
Anschluss konnte die Maus auf den Rücken gelegt werden und der Einstich erfolgte mit einer 
0,4 mm x 19 mm Kanüle von BD unterhalb des Brustbeins der Maus. Die Nadel wurde 
senkrecht schräg nach oben etwa 1 cm eingeführt und somit das Herz punktiert. Auf diese 
Weise konnte den Tieren  etwa 800 µl Blut entnommen werden. Für die retroorbitale 
Blutentnahme wurden die Tiere mit Isofluran betäubt und anschließend wurde der 
Venenplexus mit Hilfe einer Glaskapillare von K & K punktiert und das Blut in ein 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt. Danach wurde das Blut nach retroorbitaler Entnahme oder 
Herzpunktion bei RT für etwa 30 min vorinkubiert, damit sich ein Koagel bilden kann. Dieses 
konnte durch eine Zentrifugation bei RT, 7000 x g für 10 min pelletiert und schließlich das 
Serum in ein neues Reaktionsgefäß überführt werden. Die im Serum enthaltenen Zytokine 
konnten folgend mittels CBA (siehe 3.4.1) bestimmt werden. 
 
3.6.5 Injektion von LPS 
 
Um die generierten Caspase-1 Varianten näher zu untersuchen, wurde in den Tieren das 
Inflammasom mit LPS (InvivoGen) stimuliert. Den Tieren wurde eine mittlere LPS-




Nachdem die Tiere mit Isofluran und anschließendem Genickbruch oder nach finaler 
Blutentnahme (3.6.4) und Genickbruch getötet wurden, konnten die einzelnen Organe zügig 
präpariert werden. Für die einzelnen Versuche wurden Lymphknoten, Herz, Milz, Leber, Darm 
oder Lunge den Tieren entnommen.  
 
 






4.1 Generierung eines Casp1C284A-BAC-Transgens 
 
Das Ziel dieser Arbeit war die Generierung eines Mausmodells für eine seltene Erkrankung 
bei Kindern, das sog. ICE-Fieber. Zu dieser Krankheit werden Patienten gerechnet, die 
verschiedene Varianten des CASP1-Gens besitzen und an rekurrierenden hereditären 
Fieberschüben leiden (Luksch, et al., 2013). Diese genetischen Varianten führen zu einer 
veränderten Aminosäurestruktur des Procaspase-1-Proteins und damit einhergehend zu einer 
Destabilisierung des Proteins. Die daraus resultierende verminderte oder fehlende 
Enzymaktivität war jedoch zunächst überraschend, denn Fieberepisoden würden eher das 
Gegenteil vermuten lassen. Jedoch konnte im Überexpressionsstudien in vitro bereits gezeigt 
werden, dass paradoxer Weise die Missense-Mutationen zur Inflammation beitragen, indem 
wahrscheinlich die mutierten Procaspase-1 Varianten verstärkt mit der Kinase RIP2 
interagieren und dadurch eine verstärkte NFκB-Antwort induzieren (Heymann, et al., 2014; 
Luksch, et al., 2013). Es sollte ein Mausmodell mit einer künstlichen Mutation im Casp1-Gen 
generiert werden, um diesen aufgezeigten Weg der Inflammation in vivo zu verifizieren und 
gleichzeitig eine ausreichende Generierung von Probenmaterial zu gewährleisten. Dies ist im 
Falle der Patienten aufgrund des Alters, Wohnortes und unterschiedlichen 
Gesundheitszustandes zumeist sehr schwierig.  
 
4.1.1 Identifikation und Verifizierung des BAC-Klons 
 
Mit Hilfe des bioinformatischen Forschungsprojektes Ensembl (www.ensembl.org) wurden 
verschiedene BAC-Klone identifiziert, welche die genomische Sequenz des murinen Caspase-
1-Gens enthalten. Der BAC-Klon RPCI-23-424D5 (siehe 3.1.4 und Abbildung 4.1.1.2) aus der 
BAC-Bibliothek RPCI-23 (Osoegawa, et al., 2000) beinhaltet die vollständige Sequenz des 
murinen Caspase-1-Gens sowie 127 kb 5´- und 48 kb 3´ flankierender Sequenz. In der 3´ 
flankierenden Sequenz befinden sich des Weiteren das Gen für das murine Homolog der 
humanen Caspase-4 (Caspase-11) und ein Teil des Gens für Caspase-12.  
 





Abbildung 4.1.1.1 Identifikation eines Casp1-BAC-Klons mit Hilfe von www.ensembl.org.  
Mit Hilfe der Webseite www.ensembl.org lassen sich für den Caspase-1-Lokus auf dem murinen 
Chromosom 9 verfügbare BAC-Klone identifizieren. Im oberen Bereich sind die in dem 
Chromosomenbereich lokalisierten Gene dargestellt (rot = Caspase-1 (Casp1), gelb = Caspase-4 
(Casp4) und Caspase-12 (Casp12). Die horizontalen Linien stellen das Gen dar und die dazugehörigen 
vertikalen Linien die entsprechenden Exons. Verfügbare BAC-Klone sind als blaue Balken dargestellt. 
Der ausgewählte BAC-Klon RPCI-23-424D5 ist als roter Balken dargestellt.  
 
Der Klon RPCI-23-424D5 wurde von der Firma ImaGenes GmbH erworben und basiert auf 
dem Grund-Vektor pBACe3.6. Zuerst wurde dieser in dem Stamm E.coli DH10B unter 
Chloramphenicol-Selektion vermehrt. Die Identität des erhaltenen BAC-Klons wurde 
anschließend mittels Kolonie-PCR (siehe 3.2.2; Abbildung 4.1.1.2) von drei Bereichen 
verifiziert (Caspase-1 Exon 6 (Primerpaar P1/P2), Übergang T7-Promotor zum 5´-Insert 
(P3/P4) und auch der Übergang vom SP6-Promotor zum 3´-Insert (P5/P6)). 
 
 
Abbildung 4.1.1.2 Struktur des BAC-Klons RPCI-23-424D5. 
Der ausgewählte BAC-Klon RPCI-23-424D5 basiert auf dem Vektor pBACe3.6. Als Insert wurden 
genomische Sequenzen des murinen Chromosoms 9 zwischen die T7-Promotor-Sequenz und die SP6-
Promotor-Sequenz kloniert. Das Insert beinhaltet das murine Caspase-1-Gen inklusive 127 kb 
upstream-Sequenz und 48 kb downstream-Sequenz. In diesen 48 kb ist sowohl das murine Caspase-
11-Gen lokalisiert, als auch Sequenzen des murinen Caspase-12-Gens. 









4.1.2 Klonierung des Casp1C284A-BAC-Transgens 
 
Bei der Verwendung von BAC-Klonen können aufgrund der Größe des Moleküls und fehlender 
Restriktionsschnittstellen konventionelle Klonierungsstrategien nicht angewendet werden. Aus 
diesem Grunde wurde das Casp1C284A-BAC-Transgens mittels homologer Rekombination 
generiert.   
 
4.1.2.1 Entfernung der wt-loxP-Stelle vom Vektorrückrat 
 
Um in späteren Arbeitsschritten auf das Cre/loxP-System zurückgreifen zu können, wurde in 
einem ersten Klonierungsschritt die vorhandene wt-loxP-Stelle aus dem Vektorrückrat durch 
eine Zeocin-Kassette ersetzt (siehe Abbildung 4.1.2.1).  
 
 
Abbildung 4.1.2.1 Übersicht über die Strategie zur Entfernung der wt-loxP-Stelle im 
Vektorrückrat.  
A Übersicht über das Vektorrückrat des Grundvektors pBACe3.6. 
B Entfernung der wt-loxP-Stelle durch Insertion einer Zeocin-Kassette via homologer Rekombination.  
C Identifikation korrekter Klone mittels Kolonie-PCR nach Zeocin-Selektion.  
 
Das Oligonukleotid HR1-zeo-HR2 wurde mit Hilfe der Primer P7 und P8 amplifiziert und 
aufgereinigt (siehe 3.2.3). Mittels homologer Rekombination (siehe 3.2.12) wurde im 
Anschluss die wt-loxP-Stelle aus dem Vektorrückrat entfernt und durch eine Zeocin-Kassette 




ersetzt. Positive Klone wurden zunächst durch Zeocin-Selektion auf Agarplatten identifiziert 
und nachfolgend mit einer Kolonie-PCR mit dem Primerpaar P9/P10 verifiziert. Die Insertion 
der Zeocin-Kassette verlängerte das entstehende PCR-Produkt von 300 bp auf 1104 bp (siehe 
Abbildung 4.1.2.2). Bei den Klonen 1, 2 und 4 konnte die korrekte Länge des PCR-Produktes 




Abbildung 4.1.2.2 Kolonie-PCR nach Austausch der wt-loxP-Stelle mit einer Zeocin-Kassette. 
Kolonie PCR mit Primerpaar P9/P10 zu Identifizierung korrekter Klone, welche die wt-loxP-Stelle gegen 
eine Zeocin-Kassette ausgetauscht hatten (M, GeneRuler 100 bp DNA ladder; 1, 2, 3, 4, gepickte Klone 
BAC_zeo; wt, BAC RPCI-23-424D5). 
 
Zur weiteren Überprüfung der Klone und zum Ausschluss unerwünschter 
Rekombinationsereignisse wurde danach ein „BAC Fingerprinting“ durchgeführt. Hierfür wurde 
eine Minipräparation der BAC-Klone (siehe 3.2.9.1.1) mit Restriktionsendonukleasen verdaut 
(siehe 3.2.11) und danach eine Pulsfeldgelelektrophorese (siehe 3.2.15) durchgeführt. Hier 
zeigte sich, dass die Klone im Bereich von 3900 bp eine schwächere Bande aufwiesen wie die 
wt-BAC-DNA und dafür im Bereich von 4700 bp eine stärkere Bande. Dies entspricht genau 
dem erwarteten DNA-Bandenmuster, denn nach Integration der Zeocin-Kassette kam es zu 
einem DNA-Shift von 3903 bp auf 4707 bp. Außerdem war ebenfalls ein DNA-Shift von 9692 
bp auf 10007 bp zu verzeichnen (siehe Abbildung 4.1.2.3). 
 





Abbildung 4.1.2.3 „BAC Fingerprinting“ mit PstI nach Austausch der wt-loxP-Stelle mit einer 
Zeocin-Kassette. 
Alle Klone BAC_zeo 1, 2 und 4 weisen ein korrektes DNA-Bandenmuster mit einem DNA-Shift von 3906 
bp auf 47076 bp und von 9692 bp auf 10007 bp im Vergleich zum wt-BAC auf (M,GeneRuler DNA 
Ladder Mix; 1, 2, 4, BAC_zeo Klone; wt, BAC RPCI-23-424D5). 
 
4.1.2.2 Insertion eines Flag-Tags 
 
Zur zukünftigen Unterscheidung der wt-Caspase und der Caspase mit zentraler Mutation 
(Casp1C284A) im transgenen Tier wurde im Anschluss ein Flag-Tag inseriert (siehe Abbildung 
4.1.2.4). Hierfür wurde die Red/ET Counterselection-Methode (Gene Bridges, Dresden; 
(Muyrers, et al., 2000)) verwendet. Diese Methode wird angewendet, wenn kurze Sequenzen, 
wie Punktmutationen, loxP-Stellen oder eben kleine Tags in eine Ziel-DNA eingeführt werden 
sollen ohne dabei Selektionskassetten oder ungewollte Sequenzen zu hinterlassen. Die 
Counterselection-Kassette rpsL-neo vermittelt in E.coli zum einen eine Kanamycin-Resistenz 
(neo) und zum anderen eine Streptomycin-Sensitivität (rpsL). Durch eine Mutation in der 
ribosomalen Untereinheit RpsL ist der BAC-tragende E.coli-Stamm DH10B Streptomycin-
resistent, kann aber durch ein extrachromosomales wt-rpsL-Allel wieder Streptomycin-sensitiv 
werden. Zunächst wurde das Oligonukleotid HR1-rpsL-neo-HR2 mit Hilfe des Primerpaares 




P11/P12 amplifiziert und aufgereinigt und anschließend durch homologe Rekombination in die 
BAC_zeo-DNA inseriert. Klone, die die Counterselection-Kassette integriert hatten, konnten 
durch Kanamycin-Selektion identifiziert werden.  
 
 
Abbildung 4.1.2.4 Übersicht über die Strategie zur Integration des Flag-Tags. 
A Übersicht über das murine Casp1-Gen mit downstream-liegendem Casp4-Gen. 
B Insertion der Counterselection-Kassette rpsL-neo durch homologe Rekombination direkt vor das 
Stop-Codon der murinen Caspase-1. Identifizierung der korrekten Klone erfolgte mittels Kolonie-PCR 
nach Kanamycin-Selektion. 
C Austausch der rpsL-neo-Kassette mit einem linearen Oligonukleotid HR1-Flag-HR2. Identifikation 
korrekter Klone mittels Kolonie-PCR nach Streptomycin-Selektion. 
 
Durch eine folgende Kolonie-PCR konnte ein korrekter Klon identifiziert werden. Nach 
Integration der Counterselection-Kassette konnte mit dem Primerpaar P13/P14 ein 1659 bp 
langes Fragment im Gegensatz zu einem 328 bp langen Fragment ohne Integration amplifiziert 
werden.  





Abbildung 4.1.2.5 Kolonie-PCR nach Insertion der Flag-rpsl-neo-Kassette. 
In Klon 12 konnte die Counterselection-Kassette mit dem flankierenden Primerpaar P13/P14 
nachgewiesen werden. Die Klone 11, 13 und 14 waren nicht positiv und wiesen das wt-Amplifikat auf 
(M, GeneRuler DNA Ladder Mix; Klone 11, 13, 14, BAC_zeo_rpsL-neo; Klon 12, BAC_zeo_Flag; wt, 
BAC RPCI-23-424D5). 
 
Im folgenden Schritt wurde die rpsL-neo-Kassette gegen einen Flag-Tag ausgetauscht. Dieser 
wurde aufgrund seiner geringen Größe ausgewählt, um so das Risiko von 
Faltungsänderungen innerhalb des Proteins so gering wie möglich zu halten und dadurch auch 
die Eigenschaften des Proteins, z.B. Bindung und Aktivität, so wenig wie möglich zu verändern.  
 
 
Abbildung 4.1.2.6 Kolonie-PCR 1 nach Austausch der rpsL-neo-Kassette mit dem Flag-Tag 
In den Klonen 15 und 17 konnte mit den flankierenden Primern P13 und P14 der Austausch der rpsL-
neo-Kassette mit dem Flag-Tag verifiziert werden (364 bp anstatt 1659 bp) (Klon 15, 17, BAC_zeo_Flag; 
Klon 14, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, BAC_zeo_rpsL-neo; wt, BAC RPCI-23-424D5; M, 
GeneRuler DNA Ladder Mix). 
 




Hierfür wurde ein Oligonukleotid mit Flag-Tag (P17) und den entsprechenden 
Homologieregionen HR1 und HR2 (HR1-Flag-HR2) (siehe Abbildung 4.1.2.4) von Metabion 
generiert. Der verwendete Flag-Tag (LEDYKDDDDKSR-) besteht aus 8 AS flankiert von 
jeweils 2 Spacer-AS. Nach erfolgter homologer Rekombination schloss sich die Selektion mit 
Streptomycin an, da durch Austausch der rpsL-neo-Kassette mit dem Flag-Tag die E.coli 
DH10B-Kolonien erneut Streptomycin-resistent werden. Zur Überprüfung der Klone wurde 
zunächst eine Kolonie-PCR erneut mit dem Primerpaar P13/P14 durchgeführt (siehe 
Abbildung 4.1.2.6). Die Kolonien 15 und 17 hatten die rpsL-neo-Kassette gegen den Flag-Tag 
ausgetauscht und ergaben nach PCR mit den Primern P13 und P14 ein Amplifikat von 364 bp 
(328 bp wt + Größe des Flag-Tags 36 bp). Um den 36 bp-Längenunterschied der Klone besser 
detektieren zu können, wurden in einer weiteren Kolonie-PCR die Primer P15 und P16 so 
gewählt, dass mit Flag-Tag ein Amplifikat von nur 148 bp generiert wurde und dieses in einem 
höher prozentigem Agarosegel besser von der 112 bp wt-Bande zu unterscheiden war. In 
Abbildung 4.1.2.7 kann man bei den Klonen 15 und 17 im Vergleich zum wt-BAC eine Bande, 
die ein deutlich schwereres Fragment repräsentiert, erkennen.  
 
 
Abbildung 4.1.2.7 Kolonie-PCR 2 nach Austausch der rpsL-neo-Kassette mit dem Flag-Tag. 
In den Klonen 15 und 17 konnte mit den flankierenden Primern P15 und P16 der Austausch der rpsL-
neo-Kassette mit dem Flag-Tag ebenso verifiziert werden (364 bp anstatt 1659 bp) (Klon 15, 17, 
BAC_zeo_Flag; Klon 14, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, BAC_zeo_rpsL-neo; wt, BAC RPCI-23-
424D5; M, GeneRuler DNA Ladder Mix). 
 
Um eine Kontamination mit wt-BAC ganz sicher ausschließen zu können sowie zu einer 
weiteren Überprüfung der Sequenz wurde das PCR-Amplifikat aus der ersten Kolonie-PCR 
zusätzlich sequenziert. Wie in Abbildung 4.1.2.8 dargestellt, konnte bei beiden Klonen die 
korrekte Flag-Sequenz identifiziert werden.  






Abbildung 4.1.2.8 Sequenzierung der PCR-Amplifikate P13/P14 der Klone 15 und 17. 
DNA Sequenzierung der Produkte der Kolonie-PCR mit den Primern P13/P14. Es sind für beide Klone 
sowohl das Alignment mit der Flag-Sequenz als auch die Chromatogramme dargestellt. Klon 15 und 17 
besitzen die korrekte Flag-Sequenz. 
 
 
Abbildung 4.1.2.9 „BAC Fingerprinting“ mit PstI nach Austausch der rpsL-neo-Kassette mit dem 
Flag-Tag. 
BAC_zeo_Flag-Klone 15 und 17 wurden mit PstI verdaut und mit dem BAC_zeo_Flag_rpsL-neo und 
BAC_zeo verglichen. Beide Klone zeigten das gleiche Bandenmuster wie BAC_zeo, da es zum 
Austausch der rpsL-neo-Kassette gekommen war. Im Vergleich zum BAC_zeo_Flag_rpsL-neo zeigte 
sich zum einen eine zusätzliche 19676 bp-Bande sowie der Verlust einer 11896 bp-Bande und einer 
8767 bp-Bande (M, GeneRuler DNA Ladder Mix; 15, 17, BAC_zeo_Flag Klone; Frn, 
BAC_zeo_Flag_rpsL-neo; zeo, BAC_zeo). 





Um schließlich unerwünschte Rekombinationsereignisse innerhalb des generierten 
BAC_zeo_Flag auszuschließen, wurde erneut ein „BAC Fingerprinting“ mit PstI durchgeführt. 
Wie in Abbildung 4.1.2.9 zu sehen, konnten unerwünschte Rekombinationen ausgeschlossen 
werden, da die DNA-Bandenmuster der Klone 15 und 17 identisch mit dem von BAC_zeo 
waren. Durch den Austausch der rpsL-neo-Kassette mit dem Flag-Tag kam es im Vergleich 
zu dem BAC_zeo_Flag_rpsL-neo wieder zum Auftreten einer 19676 bp Bande und dafür fehlte 
eine 11896 bp Bande und eine 8767 bp Bande.  
Zum Abschluss konnte die Insertion des Flag-Tags ergänzend mittels Southern Blot-Analyse 
(siehe 3.2.18) verifiziert werden, da der Flag-Tag eine XbaI-Schnittstelle enthält und dadurch 
ein um 1,2 kb kürzeres Fragment mit einer entsprechenden Sonde nachgewiesen werden 
konnte (siehe Abbildung 4.1.2.10).   
 
 
Abbildung 4.1.2.10 Southern Blot-Analyse zur Kontrolle der Integration des Flag-Tags. 
Eine Maxipräparation des Klons 15 wurde mit XbaI verdaut und mittels Southern Blot analysiert. Die 
Sonde S1 (717 bp; P_S1/P_S2) bindet downstream des inserierten FlagTags nach dem ORF von 
Casp1. Durch Insertion des Flag-Tags und der XbaI-Schnittstelle kommt es zu einem DNA-Shift von 3,8 
kb zu 2,4 kb des entsprechenden Fragments (zeo, BAC_zeo als Kontrolle; Flag, Klon 15 
BAC_zeo_Flag). 
 
4.1.2.3 Einführung der Punktmutation C284A 
 
Für das in dieser Arbeit zu generierende Mausmodell sollte die artifizielle Variante C284A der 
Caspase-1 verwendet werden. Dabei sollte die Basenfolge in dem DNA-Bereich so verändert 
werden, dass anstatt von Cystein Alanin als 284. Aminosäure im Protein translatiert wird. 
Hierfür sollten im Casp1 Codon 284 die Basen TGC durch GCT ersetzt werden. In einem 
ersten Schritt wurde die Punktmutation durch gleichzeitige Insertion einer gefloxten neo-
Kassette in den BAC inseriert. Anschließend erfolgte dann in einem zweiten Schritt die 




Exzision der neo-Kassette durch Expression der Cre-Rekombinase in den BAC-tragenden 
E.coli DH10B-Zellen (siehe Abbildung 4.1.2.11). Da das zu verändernde Casp1-Codon nur 7 
bp vom Ende des Exon 6 entfernt war, konnten die Klonierungskassetten so designt werden, 
dass die nach erfolgter Exzision der Neo-Kassette zurückbleibende loxP-Stelle im Intron 6 




Abbildung 4.1.2.11 Übersicht über die Strategie zur Integration der Punktmutation C284A. 
A Übersicht über das murine Casp1-Gen inklusive inserierten Flag-Tag mit downstream-liegendem 
Casp11-Gen. 
B Insertion der gefloxten neo-Kassette inklusive Punktmutation C284A durch homologe Rekombination. 
Identifizierung der korrekten Klone erfolgte mittels Kolonie-PCR nach Kanamycin-Selektion. 
C Exzision der gefloxten neo-Kassette nach Expression der Cre-Rekombinase in den BAC-tragenden 
E.coli DH10B-Zellen. 
D Teilübersicht über den Genlokus Casp1 nach erfolgreich inserierter Punktmutation C284A. 
 
Für den ersten Schritt, die Einführung der Punktmutation C284A, wurde zuerst das 
Oligonukleotid HR1-C284A-loxP-neo-loxP-HR2 mit Hilfe der Primer 18 und 19 von dem 
Template loxP-PGK-gb2-neo-loxP (Gene Bridges GmbH) amplifiziert und aufgereinigt. Nach 
der im Anschluss durchgeführten homologen Rekombination wurde die korrekte Integration 




der gefloxten neo-Kassette mittels Kolonie-PCR mit dem Primerpaar P20/P21 überprüft (siehe 
Abbildung 4.1.2.12).  
 
 
Abbildung 4.1.2.12 Kolonie-PCR nach Integration der neofl-Kassette mit Punktmutation C284A. 
Mittels Kolonie-PCR mit den flankierenden Primern 20 und 21 konnte in den Klonen 10 und 12 die 
inserierte neofl-Kassette inklusive Punktmutation C284A nachgewiesen werden (1861 bp anstatt 368 
bp) (M, GeneRuler DNA Ladder Mix; Klon 10 und 12, BAC_zeo_Flag_C284Aneofl; wt, BAC RPCI-23-
424D5; Ø, Kontrolle ddH2O). 
 
In den Klonen 10 und 12 konnte dabei wie erwartet eine 1861 bp Bande im Vergleich zur 368 
bp wt-Bande nachgewiesen werden. Um weiterführend die Einführung der Punktmutation zu 
verifizieren, wurde Klon 10 sequenziert (siehe Abbildung 4.1.2.13).  
 
 
Abbildung 4.1.2.13 Sequenzierung des PCR-Amplifikat P20/21 von Klon 10 
BAC_zeo_Flag_C284A_neofl 
DNA Sequenzierung des Amplifikats der Kolonie-PCR mit den Primern P20/P21. Die Punktmutation 
konnte in Klon 10 des BAC_zeo_Flag_C284A_neofl nachgewiesen werden. Dargestellt sind das 
Alignment, das Chromatogramm und die Translation für das Codon 284 (Ala). 
 




Bei der Sequenzierung von Klon 10 wurde die erwünschte Basensequenz im Casp1-Codon 
284 detektiert. Um unerwünschte Rekombinationsereignisse auszuschließen, wurde 
außerdem ein „BAC Fingerprinting“ mit PstI durchgeführt.  
Da es durch die Integration der gefloxten neo-Kassette zu der Einführung einer neuen PstI-
Schnittstelle gekommen war, fehlte bei dem generierten BAC_zeo_Flag_C284A_neofl eine 
19712 bp wt-Bande. Stattdessen konnten eine 14927 bp- und eine 6012 bp Bande im 
Agarosegel detektiert werden (siehe Abbildung 4.1.2.14).  
 
 
Abbildung 4.1.2.14 „BAC Fingerprinting“ mit PstI nach Integration der neofl-Kassette mit 
Punktmutation C284A. 
BAC_zeo_Flag_C284A_neofl-Klon 10 wurde mit PstI verdaut und mit dem BAC_zeo_Flag verglichen. 
Durch Einführen einer PstI-Schnittstelle im Zuge der Integration der neofl-Kassette mit der 
Punktmutation kam es zur Veränderung des DNA-Bandenmusters. Es konnte eine zusätzliche 14927 
bp- und 6012 bp Bande im Vergleich zum BAC_zeo_Flag (zusätzliche 19712 bp Bande) detektiert 
werden. (M, GeneRuler DNA Ladder Mix; 10, Klon 10 BAC_zeo_Flag_C284A_neofl; Flag, 
BAC_zeo_Flag). 
 
Um die Sequenzänderung des Casp1-Gens auch im Intron zu minimieren, wurde, wie oben 
erwähnt, in einem nachfolgenden zweiten Schritt der Selektionsmarker (neo) wieder entfernt. 
Hierfür wurde die Cre-Rekombinase durch die Transformation mit dem Plasmid 706-Cre (Gene 
Bridges GmbH) in den BAC-tragenden E.coli DH10B-Zellen exprimiert und somit die neo-
Kassette zwischen den beiden loxP-Stellen herausgeschnitten. Zur Überprüfung der erfolgten 




Exzision wurde mit den generierten Klonen erneut eine Kolonie-PCR mit dem Primerpaar 
P20/P21 durchgeführt.  
 
 
Abbildung 4.1.2.15 Kolonie-PCR nach Exzision der neofl-Kassette. 
Nach Expression der Cre-Rekombinase konnte die Exzision der neofl-Kassette mittels erneuter Kolonie-
PCR mit den Primern P20/P21 detektiert werden (408 bp anstatt 1861 bp nfl, 368 bp F (Klon 1, 2, 3, 4 
und 5, BAC_zeo_Flag_C284A_loxP; nfl, BAC_zeo_Flag_C284A_neofl; F, BAC_zeo_Flag; Ø, Kontrolle 
ddH2O; M, GeneRuler DNA Ladder Mix). 
 
Wie in Abbildung 4.1.2.15 zu sehen ist, konnte in allen überprüften Klonen die neofl-Kassette 
erfolgreich herausgeschnitten werden. Durch die verbliebene loxP-Stelle mit 34 bp und einer 
zusätzlich integrierten HindIII-Schnittstelle mit 6 bp konnte im Vergleich zum BAC_zeo_Flag 
ein DNA-Shift der PCR-Amplifikate um 40 bp detektiert werden.  
Die Korrektheit des generierten BAC_zeo_Flag_C284A_loxP wurde durch eine erneute 
Sequenzierung der PCR-Amplifikate (siehe Abbildung 4.1.2.16) und ein „BAC Fingerprinting“ 
(siehe Abbildung 4.1.2.17) verifiziert. 





Abbildung 4.1.2.16 Sequenzierung des PCR-Amplifikat P20/21 von Klon 1 
BAC_zeo_Flag_C284A_loxP 
DNA Sequenzierung des Amplifikats der Kolonie-PCR mit den Primern P20/P21. Die Punktmutation und 
die verbliebene loxP-Stelle konnte nach Exzision der neofl-Kassette in Klon 1 des 
BAC_zeo_Flag_C284A_loxP nachgewiesen werden. Dargestellt sind das Alignment, das 
Chromatogramm und die Translation (für das Codon 284 A). 
 
 
Abbildung 4.1.2.17 „BAC Fingerprinting“ mit PstI nach Exzision der neofl-Kassette. 
BAC-Klone wurden mit PstI verdaut und das DNA-Bandenmuster verglichen. Durch Einführen einer 
PstI-Schnittstelle im Zuge der Integration der neofl-Kassette kam es zur Veränderung des DNA-
Bandenmusters. Die zusätzlichen DNA-Banden (14927 bp und 6012 bp) im 
BAC_zeo_Flag_C284A_neofl fehlten nach Exzision der neofl-Kassette wieder, vielmehr zeigte sich 
wieder das DNA-Bandenmuster der Kontrolle BAC_zeo_Flag (zusätzliche 19712 bp Bande) (M, 
GeneRuler DNA Ladder Mix; nfl, BAC_zeo_Flag_C284A_neofl; Cre, Klon 1 
BAC_zeo_Flag_C284A_loxP; Flag, BAC_zeo_Flag). 




4.1.3 „Shaving“ des generierten Casp1C284A-BAC-Konstrukts 
 
Nach erfolgter Integration des Flag-Tags und der Einführung der Punktmutation C284A 
müssen in dem BAC-Konstrukt die ebenfalls vorhandenen Gene Casp11 und Casp12 zerstört 
werden. Dies wird als „Shaving“ bezeichnet. Eine zusätzliche Expression dieser Gene könnte 
in der generierten Maus zu ungewollten Effekten führen.  
 
 
Abbildung 4.1.3.1 „Shaving“ von Casp11 und Casp12. 
Die zusätzlich in der BAC-Sequenz vorhandenen Gene Casp11 und Casp12 (A) wurden durch die 
Integration von Selektionsmarkern mittels homologer Rekombination zerstört. Als erster Schritt wird ein 
Teil von Casp12 durch eine neo-Kassette „geshavt“ (B) und als Zweites ein Teil von Casp11 durch eine 
amp-Kassette (C).  
 
Zunächst wurde mit den Primern 22 und 23 und dem Template loxP-PGK-gb2-neo-loxP (Gene 
Bridges GmbH) ein Amplifikat generiert, welches sowohl die Homologieregionen für Casp12 
als auch die neo-Kassette beinhaltete. Durch homologe Rekombination wurden Exon 1 bis 
Exon 4 der Casp12 durch die amplifizierte neo-Kassette ersetzt. Dieser Schritt wurde danach 
mittels Kolonie-PCR überprüft (siehe Abbildung 4.1.3.2). 
Im Anschluss wurde durch eine Deletion der Exons 2 bis 7 von Casp11 einer zusätzlichen 
Expression der Caspase 11 im Zielorganismus vorgebeugt. Hierfür wurde ein Oligonukleotid 
mit einer amp-Kassette und entsprechenden Homologieregionen generiert (Primerpaar 
P26/P27) und mittels homologer Rekombination in den BAC integriert. Dieser „Shaving“-Schritt 
konnte mit entsprechenden Primern verifiziert werden, da eine Amplifikation einer 520 bp 









Abbildung 4.1.3.2 Kolonie-PCR nach „Shaving“ von Casp12. 
Die Deletion der Exons 1 bis 4 von Casp12 mit einer neo-Kassette konnte mit den Primern 24/25 
überprüft werden, da nur nach Integration von neo ein 512 bp-langes Fragment amplifiziert werden 
konnte. Somit waren alle überprüften Klone positiv (M, GeneRuler DNA Ladder Mix; Klon 1, 2, 3, 4 und 





Abbildung 4.1.3.3 Kolonie-PCR nach „Shaving“ von Casp11. 
Die Deletion der Exons 2 bis 7 von Casp11 mit einer amp-Kassette konnte mit den Primern 28/29 
überprüft werden, da nur nach Integration von amp ein 520 bp Fragment amplifiziert werden konnte. 
Klon 5 wurde als positiv verifiziert. (M, GeneRuler DNA Ladder Mix; Klon 1, 2, 3, 4, 5, 
BAC_zeo_Flag_C284A_loxP_NeoCasp12_AmpCasp11; NK, BAC_zeo_Flag_C284A_loxP_NeoC12; 
Ø, Kontrolle ddH2O). 
 




4.1.4 Aufreinigung des Casp1C284A-BAC-Konstrukts und Pronukleusinjektion 
 
Nachdem vorangehend erfolgreich das BAC-Konstrukt mit dem mutierten Casp1-Gen kloniert 
worden war, sollte es nun aufgereinigt werden (siehe 3.2.4). Dafür wurde zunächst die DNA 
isoliert und mit NotI verdaut. Anschließend konnte das BAC-Insert mittels 
Agarosegelelektrophorese und Elektroelution vom Vektorrückrat (9,5 kb) getrennt werden 
(siehe Abbildung 4.1.4.1).  
 
 
Abbildung 4.1.4.1 Agarosegelelektrophorese nach NotI-Verdau des BAC-Vektors und 
Aufreinigung des BAC-Inserts. 
A Agarosegelelektrophorese nach DNA-Isolierung und Restriktion mit NotI. Durch die mit EtBr gefärbten 
Bereiche des Gels konnte die Höhe des BAC-Inserts abgeschätzt und nur der Teil ohne Vektorrückrat 
herausgeschnitten werden. B Agarosegelelektrophorese nach Elektroelution des BAC-Inserts (M, 
GeneRuler DNA Ladder Mix; NotI, BAC_zeo_Flag_C284A_loxP_NeoCasp12_AmpCas11; NotIun, 
ungefärbter Gelbereich mit BAC_zeo_Flag_C284A_loxP_NeoCasp12_AmpCasp11; A, aufgereinigtes 
BAC-Insert BAC_zeo_Flag_C284A_loxP_NeoCasp12_AmpCasp11). 
 
Das aufgereinigte und dialysierte Konstrukt (176,5 kb) wurde dann durch Dipl. Ing. Ronald 
Naumann (Max-Planck-Institut für Molekulare Zellbiologie und Genetik, Dresden) in einen 
befruchteten C57BL/6 Pronukleus injiziert. Danach konnten die befruchteten Oozyten in 
scheinschwangere Ammentiere transferiert werden. Bei einer ersten Pronukleusinjektion 
wurden unter 104 Mäusen keine Gründertiere gefunden. Auch eine zweite Pronukleusinjektion 
brachte lediglich 3 von 76 Tieren als mögliche Gründertiere, in welchen putativ die transgene 
DNA zufällig im Genom integriert worden war, hervor.  




4.1.5 Genotypisierung der transgenen Casp1C284A Gründertiere 
 
In dem Casp1C284A-Konstrukt sind verschiedene artifizielle, nicht murine DNA-Bereiche 
vorhanden. Darunter ist der T7 und SP6 Promotorrest am 5´und 3´Ende des Konstrukts, die 
Punktmutation C284A mit loxP-Stelle im Intron 6, der Flag-Tag und die Selektionskassetten 
für Ampicillin und Neomycin an den „geshavten“ Bereichen (siehe Abbildung 4.1.5.1). Diese 




Abbildung 4.1.5.1 Identifizierung transgener Gründertiere mittels PCR. 
Transgene Gründertiere wurden durch drei verschiedene PCRs identifiziert. Das Primerpaar 
P_Typ_1/P_Typ_2 amplifizierte mit 361 bp ein um 40 bp längeres Fragment als im murinen Genom 
(321 bp). Die PCR mit den Primern P_Typ_3 und P_Typ_4 ergab mit transgener DNA ein Amplifikat 
von 355 bp im korrekten Gründertier. Auch mit den Primern P_Typ_5 und P_Typ_6 konnte nur mit DNA 
eines korrekten Gründertiers ein Amplifikat von 512 bp entstehen.  
 
Zunächst erfolgte die Etablierung der PCR-Reaktionen, indem als Template eine 1:1 Mischung 
(auf Kopienebene) aus Casp1C284A-Konstrukt und genomischer wt C57BL/6 DNA verwendet 
wurde. Um folgend die stabile Integration der transgenen DNA zu testen, erfolgte die DNA-
Isolierung aus der Schwanzspitze der drei potentiellen Gründertiere (siehe 3.2.9.2.1) und eine 
Amplifikation mit den entsprechenden Primern (siehe Tabelle 4.1.5.1). 
 
Tabelle 4.1.5.1 Übersicht über die Genotypisierung der Gründertiere 
(+, PCR positiv, bzw. Casp1C284A-Mutation nicht nachweisbar; - PCR negativ, bzw. Casp1C284A-Mutation 
nicht nachweisbar) 
Tier Mutation-PCR Flag-PCR Neo-PCR 
465 +/- + + 
503 +/- + + 
505 - - + 
 
Die Amplifikation der drei PCR-Reaktionen war in unterschiedlichen DNA-Präparationen nicht 
konstant. Diese Ergebnisse ließen auf eine ausschließliche mosaikartige Integration der 
transgenen DNA schließen. Möglicherweise könnte dies durch eine embryonale Letalität 
verursacht werden, wenn eine ubiquitäre Expression des Transgens eine Hyperinflammation 




im embryonalen Gewebe zur Folge hätte. Die Gründertiere 465 und 503 wurden in einem 
nächsten Schritt mit wt C57BL/6-Tieren verpaart, um Tiere zu generieren, die die transgene 
DNA stabil in ihr Genom integriert haben. Von 3 Nachkommen des Gründertiers 503 konntes 
erneut lediglich eine mosaikartige Integration nachgewiesen werden. Von 7 Nachkommen des 
Gründertiers 465 konnte ebenfalls nur in einem einzigen Tier (16241) die transgene DNA stabil 
integrieren (siehe Abbildung 4.1.5.2). Für dieses Tier waren alle 3 Genotypisierungsreaktionen 
positiv, es konnte die Mutation (P_Typ 1/P_Typ 2), der Flag-Tag (P_Typ 3/P_Typ 4) als auch 
die neo-Kassette (P_Typ 5/P_Typ 6) nachgewiesen werden.  
 
 
Abbildung 4.1.5.2 Genotypisierung einiger Nachkommen des Gründertiers 465. 
A In dem Tier 16241 konnte die Mutation mit der loxP-Stelle durch die Amplifikation einer 361 bp-Bande 
nachgewiesen werden (P_Typ 1/P_Typ 2). B Auch der Flag-Tag konnte in dem Tier 16241 durch das 
Primerpaar P_Typ 3/P_Typ 4 mit einer 355 bp-Bande detektiert werden. C Ebenfalls mit dem Primerpaar 
P_Typ_5/P_Typ_6 (neo-Kassette) konnte ein Produkt amplifiziert werden (39, Tier 16239; 40, Tier 
16240; 41, Tier 16241; PK, Positivkontrolle BAC_zeo_Flag_C284A_loxP_NeoCasp12_AmpCasp4; NK, 
Negativkontrolle wt BAC; Ø, Kontrolle ddH2O; M, GeneRuler DNA Ladder Mix). 
 
In 5 von 6 Nachkommen von dem Tier 16241 wiederum konnte die transgene DNA detektiert 
werden (siehe Abbildung 4.1.5.3). Weiterführend wurden die positiven Tiere verpaart und die 
nächsten drei Generationen erneut alle drei PCR-Reaktionen für Genotypisierung 
durchgeführt. Nachfolgend konnte von einer stabilen Integration der transgenen DNA 
ausgegangen werden und somit erfolgte ausschließlich ein Genotypisierung mit dem 









Abbildung 4.1.5.3 Genotypisierung der Nachkommen des Tieres 16241. 
Sowohl die PCR zur Detektion der Mutation C284A mit loxP-Stelle (P_Typ 1/P_Typ 2, A), als auch die 
PCR zur Detektion des Flag-Tags (P_Typ 3/P_Typ 4, B) und auch die PCR zum Nachweis des 
„Shavings“ von Casp12 (P_Typ 5/P_Typ 6, C) waren in 5 von 6 Nachkommen des Tieres 16241 positiv 
(M, GeneRuler DNA Ladder Mix; 48, Tier 18348; 49, Tier 18349; 50, Tier 18350; 51, Tier 18351; 52, 
Tier 18352; 53, Tier 18353; 41, Tier 16241; NK, Negativkontrolle wt BAC; Ø, Kontrolle ddH2O). 
 
 
4.2 Charakterisierung der transgenen Casp1C284A-Tiere (tg) 
 
Die generierten transgenen Casp1C284A-Tiere waren phänotypisch nicht von C57BL/6 Tieren 
verschieden. Sie entwickelten sich normal, wirkten gesund und waren fruchtbar. Außerdem 
konnten in verschiedenen Organen wie Herz, Milz, Leber, Lunge, Gehirn, Thymus oder 
Lymphknoten weder makroskopische noch histologische Unterschiede nachgewiesen werden. 
In einem nächsten Schritt sollte die Expression des Transgens sowohl auf RNA-Ebene als 
auch auf Protein-Ebene in verschiedenen Organen gezeigt werden. Jedoch konnte keine 
basale Expression des Transgens detektiert werden. Dadurch konnte man annehmen, dass 
die transgene DNA möglicherweise in einem Bereich des Mausgenoms integriert worden war, 
die „gesilenct“ vorliegt und somit das integrierte Transgen Positionseffekten oder 
epigenetischen Einflüssen ausgesetzt ist und eine Expression unterbunden wird. 




Möglicherweise war dies der Grund dafür, dass das Gründertier 465 überlebte. Eine ubiquitäre 
Expression des Transgens Casp1C284A könnte zu einer embryonalen Letalität der Tiere führen 
und nur Gründertiere, die zwar das Transgen zufällig im Genom in einem Teil der somatischen 
Zellen integrierten, jedoch keine basale Expression dieses aufweisen, könnten überleben. 
Durch diesen Umstand sollte im Folgenden zum einen die Expression des Transgens durch 
Gabe von LPS induziert werden (siehe 4.2.1 und 4.2.2) und zum anderen zusätzlich ein 
konditionales Casp1C284A ki-Mausmodell entwickelt werden. 
 
4.2.1 In vitro-Stimulation von BMDCs mit LPS 
 
Für die Induktion einer Expression des Transgens wurden BMDCs genutzt, da in diesen Zellen 
Caspase-1 exprimiert wird und das Protokoll zur Generierung dieser Zellen in unserem Labor 
etabliert war. Die BMDCs der verschiedenen Tiere wurde entweder nicht oder für 18 h mit LPS 
stimuliert. Lipopolysaccharid ist ein Endotoxin und Bestandteil der äußeren Zellmembran 
gram-negativer Bakterien. TLR4 erkennt LPS und vermittelt eine Sekretion von 
proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-1ß, IL-6 und TNF-α und induziert die Reifung von DCs 
und die Vermehrung von B-Zellen (Beutler, 2003). Das in dieser Arbeit verwendete LPS war 
ein LPS-EB, welches durch eine Standardpräparation aufgereinigt wird, aber trotzdem noch 
andere Zellbestandteile von E.coli, wie MDP, enthalten kann. Im Folgenden wird dieses LPS-
EB von InvivoGen in dieser Arbeit nur als LPS bezeichnet.  
Nach der Stimulation erfolgte die Isolierung von RNA (siehe 3.2.17) oder die Extraktion von 
Proteinen mit anschließendem Western Blot (siehe 3.4.6) aus den Zellen. Die RNA wurde 
danach in cDNA umgeschrieben (siehe 3.2.7) und im Anschluss die endogene wie auch die 
mutierte Caspase-1 mit einer PCR-Reaktion (P30/P31) nachgewiesen. Wie in Abbildung 
4.2.1.1 oben zu sehen, konnte in BMDCs mit verbleibendem wt-Allel eine Expression auf RNA-
Ebene nachgewiesen werden. Jedoch konnte dabei keine Unterscheidung der Expression von 
tg und wt erfolgen. In den BMDCs von ko/ko/tg-Tieren konnte die Expression der mutierten 
Caspase-1 erfolgen, da in diesen Zellen kein wt-Allel vorhanden ist. Allerdings war dies nur 
nach Stimulation mit LPS für 18 h der Fall. Auch in den Western Blots (siehe Abbildung 4.2.1.1) 
konnte die endogene und mutierte Form der Caspase-1 mit einem Caspase-1-spezifischen Ak 
mit und ohne Stimulation nachgewiesen werden. Durch Detektion mit einem Flag Ak zeigte 
sich, dass die Caspase-1 mit zentraler Mutation nur nach Stimulation mit LPS exprimiert 
wurde.  
 





Abbildung 4.2.1.1 Expression von mutierter Caspase-1 in BMDCs nach Stimulation mit LPS. 
BMDCs wurden nicht (-) oder für 18 h mit LPS stimuliert. Die RNA wurde isoliert, in cDNA 
umgeschrieben und danach mit P30/P31 eine 268 bp Fragment von Casp1 amplifiziert (oben). Die 
Proteine wurden extrahiert und es erfolgte ein Western Blot. Die p45 Untereinheit der endogenen und 
mutierten Caspase-1 wurde mit dem Ak Casper-1 nachgewiesen und die mutierte Caspase-1 zusätzlich 
mit dem anti-Flag M2 Ak. Als Ladekontrolle erfolgte eine Detektion mit einem monoklonalem Gapdh Ak 
(unten) (M, GeneRuler 100 bp DNA Ladder; wt/wt, wt-Tier C57BL/6; ko/ko, Casp1 ko-Tier homozygot; 
wt/ko, Casp1/11 ko-Tier heterozygot; wt/ko/tg, Casp1/11 ko-Tier heterozygot mit Casp1C284A Transgen; 
Casp1/11 ko-Tier homozygot mit Casp1C284A Transgen; PK Positivkontrolle, HEK293T-Zellen transfiziert 
mit pcDNA3.1_Casp1C284A_Flag). 
 
Außerdem wurde in den Überständen der BMDCs nach Stimulation die Sekretion der 
proinflammatorischen Zytokine IL-1ß, TNF-α und IL-6 im Vergleich zu wt-Tieren mittels CBA 
(siehe 3.4.1) ermittelt. Das Zytokin IL-1ß wurde in ähnlichem Maße von BMDCs von Casp1/11 
wt/ko-Tieren und von Casp1/11 wt/ko-Tieren mit dem Transgen Casp1C284A sekretiert. Aber für 
TNF-α und IL-6 konnte eine gesteigerte Sekretion in den BMDCs von Casp1/11 wt/ko-Tieren 
mit Transgen Casp1C284A gemessen werden und im Falle von IL-6 sogar eine statistisch 
relevante Steigerung (siehe Abbildung 4.2.1.2). Dies war ein Hinweis auf eine erhöhte 
Inflammation nach Stimulation mit LPS und Aktivierung von TLR4 in den transgenen Tieren, 
da es zur vermehrten Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen kam, die möglicherweise 
über RIP2 durch vermehrtes NFκB induziert wurden und dadurch ähnlich wie bei den 
verschiedenen Varianten der Patienten zur gesteigerten Inflammation beisteuern können 
(Heymann, et al., 2014).  
 





Abbildung 4.2.1.2 Relative Zytokinsekretion von BMDCs nach Stimulation mit LPS. 
BMDCs von jeweils 2 Tieren (n=2) wurden für 18 h mit LPS stimuliert und danach die Zytokinsekretion 
von IL-6, TNF-α und IL-6 mittels FACS-gestützter-Zytokin-Messung im Überstand gemessen und mit 
der Sekretion von wt-Tieren ins Verhältnis gesetzt (wt/ko, Casp1/11 ko-Tier heterozygot; wt/ko/tg, 
Casp1/11 ko-Tier heterozygot mit Casp1C284A Transgen). 
 
Da durch Stimulation nun die Expression des Transgens sowohl auf RNA-Level als auch auf 
Proteinlevel detektiert werden konnte und da auch eine vermehrte Sekretion 
proinflammatorischer Zytokine im Vergleich zu wt-Tieren gemessen wurde, kann dieses 
transgene Mausmodell Casp1C284A trotz fehlender basaler Expression des Transgens für 
Untersuchungen in einem gesamten Organismus herangezogen werden (siehe 4.2.2). 
 
4.2.2 In vivo-Stimulation der transgenen Casp1C284A-Tiere 
 
Für die in vivo-Stimulation der transgenen Tiere Casp1C284A wurde ebenfalls LPS als Stimulus 
ausgewählt, da zum einen in den in vitro-Versuchen eine gesteigerte Inflammation detektiert 
werden konnte und zum anderen wurden bereits sehr viele Untersuchungen mit Endotoxin-
Injektionen in Mäusen durchgeführt (Buras, et al., 2005; Fink and Heard, 1990). LPS als starker 
Inflammasom-Aktivator ist ein Hauptagens bei der Pathophysiologie eines septischen 
Schocks, bei der es als Antwort auf eine Infektion mit Mikroorganismen zu einer 
überschießenden Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen kommt und damit eine 
systemische Entzündungsreaktion des Organismus ausgelöst wird, die auch zum Tode führen 
kann (Beutler, 2003). Ein ähnlicher Zustand kann auch in Mäusen durch eine einzelne Injektion 
mit LPS i.p. ausgelöst werden. In diesem Modell soll herausgefunden werden, welche 




Auswirkung die zentrale Mutation von Caspase-1 auf die immunologische Reaktion der Mäuse 
auf eine Entzündungsreaktion haben. Dabei sollen den verschiedenen Mauslinien mit LPS in 
einer subletalen Dosis (100 µg/ Maus, etwa 4 mg/kg bei einem Durchschnittsgewicht von 25 
g/Maus) i.p. injiziert werden, um das Überleben der Tiere über einen Zeitraum von 18 h zu 
gewährleisten, aber gleichzeitig im ausreichenden Maße eine Inflammation zu induzieren. 
Nach Stimulation erfolgt die Messung der Körpertemperatur nach 0 h, 1 h, 2 h, 4 h, 10 h, 12 h 
und 18 h mit dem rektalen Körperthermometer TK9882 von Bioseb. Nach 18 h wurde die 
Narkose der Tiere mit Isofluran eingeleitet und final wurde Blut durch Herzpunktion 
entnommen (siehe 3.6.4). Die Sekretion der Zytokine konnte im Anschluss im Serum 
gemessen werden (siehe 3.4.1).  
 
 
Abbildung 4.2.2.1 Darstellung der Körpertemperatur nach Stimulation für 18 h mit LPS. 
Tiere wurden mit 100 µg/ Maus i.p mit LPS injiziert und nach 0 h und 18 h erfolgte die Messung der 
peripheren Körpertemperatur in °C mittels rektalem Thermometer.  
 
Wie in Abbildung 4.2.2.1 dargestellt konnte ein Temperaturabfall der peripheren 
Körpertemperatur um etwa 7 °C der C57BL/6-Tiere verzeichnet werden, dagegen hatten sich 
bei den Casp1/11 wt/ko-Tiere die peripheren Körpertemperaturen bereits nahezu normalisiert, 
da ein wt-Allel von Casp1 fehlt und dadurch die überschießende Sekretion pyretischer 
Zytokine in geringerem Maße ablief. In den transgenen Tieren Casp1/11 wt/ko / tg dagegen 
war die Körpertemperatur nach 18 h im Durchschnitt noch sehr viel geringer als bei den 




Casp1/11 wt/ko Tieren, obwohl durch das Transgen lediglich eine zusätzliche enzymdefiziente 
Casp1C284A-Variante im Vergleich zu den Casp1/11 wt/ko-Tieren im Organismus vorhanden 
war. Dies wiederum könnte ein Hinweis dafür sein, dass die mutierte Caspase-1 durch 
fehlende Autoproteolyse via CARD-CARD-Interaktion mit RIP2 interagierte und so zu einer 
gesteigerten TNF-α und IL-6 Sekretion führte. Um dem nachzugehen, wurde final die 
Konzentration der Zytokine im Serum gemessen.  
 
 
Abbildung 4.2.2.2 Bestimmung der Serumkonzentration von TNF-α und IL-6 nach Stimulation für 
18 h mit LPS. 
Tiere wurden mit 100 µg/Maus i.p mit LPS injiziert und nach 18 h erfolgte unter Narkose die finale 
Blutentnahme via Herzpunktion. Aus dem Serum wurden die Zytokinlevel von TNF-α und IL-6 in pg/ml 
mittels FACS-gestützter-Zytokin-Messung ermittelt.  
 
Wie in Abbildung 4.2.2.2 dargestellt, konnte tatsächlich eine gesteigerte IL-6 Konzentration 
und im Falle von TNF-α sogar eine signifikante Erhöhung in Casp1/11 wt/ko tg-Tieren im 
Vergleich zu den Casp1/11 wt/ko-Tieren gemessen werden. Die noch höher detektierten 
Konzentrationen beider Zytokine in den C5BL/6-Tieren waren mit dem extrem hohen Abfall 
der peripheren Körpertemperatur konform. Jedoch konnte nicht abschließend geklärt werden, 
ob diese Ergebnisse ausschließlich auf die Expression der mutierten Caspase-1 
zurückzuführen sind oder das Transgen irgendwelchen Positionseffekten unterliegt, da der 
Integrationsort bis zum Abschluss der Arbeit nicht geklärt werden konnte.  
 




4.3 Generierung eines konditionalen Casp1C284A-Konstrukts 
 
Um im Folgenden die aufkommende Frage nach einem potenziell embryonal letalen Phänotyp 
der in dieser Arbeit designten transgenen Maus zu beantworten, sollte eine Maus mit einem 
konditionalen Casp1C284A-Konstrukt generiert werden. Dabei sollte nach zeitlich- spezifischer 
oder Zelltyp-spezifischer Expression der Cre-Rekombinase eine basale Expression der 
mutierten Caspase-1 nachzuweisen sein. Es wurde ein konditionales Modell gewählt, bei dem 
das Konstrukt in den ubiquitär aktiven Rosa26-Lokus integriert wurde. Hierfür wurde uns der 
Vektor pSerc von Thomas Wunderlich aus Köln zur Verfügung gestellt, der sowohl 
Homologieregionen des Rosa26-Lokus beinhaltet, als auch eine gefloxte neo-Stopp-Kassette 
und eine IRES-eGFP-Kassette (Belgardt, et al., 2008; Pal, et al., 2013). Die Tatsache, dass 
das fertige Konstrukt den nicht endogenen Promotor CAG und einen Flag-Tag zur späteren 
Detektion beinhaltete (siehe Abbildung 4.3.1.1 C), machte die Konstruktion eines Kontroll-
Vektors ohne Punktmutation unumgänglich, da auch die eingefügten artifiziellen Sequenzen 
einen Effekt in der generierten Maus haben können. Diese Effekte sollten durch die Mitführung 
eines Kontroll-Konstrukts ausgeschlossen werden. Die Klonierung für dieses Konstrukt 
erfolgte entsprechend ebenso (siehe ausschließlich Abbildung 4.3.1.1 A und C ohne B). 
 
4.3.1 Klonierung des Targetingvektors pSerc_Casp1C284A_Flag und des 
Kontroll-Targetingvektors pSerc_Casp1_Flag 
 
Für die Generierung des Targetingvektors pSerc_Casp1C284A_Flag wurde in einem ersten 
Schritt die Casp1 cDNA aus dem Vektor pORF9-mCasp1 von InvivoGen mit dem Primerpaar 
P32/P33 amplifiziert. Die Primer waren so designt, dass die entsprechenden 
Restriktionsschnittstellen für die Klonierung in den pcDNA3.1 genauso integriert wurden wie 
zusätzlich ein Flag-Tag vor dem Stopp-Codon (siehe Abbildung 4.3.1.1 A).  
 
Korrekte Klone konnten im Anschluss durch eine Kolonie-PCR mit den Primern P34/P35 
identifiziert werden, denn nur nach erfolgreicher Integration von Casp1_Flag konnte ein 
Produkt von 333 bp amplifiziert werden (siehe Abbildung 4.3.1.2).  
 





Abbildung 4.3.1.1 Übersicht über die Strategie zur Klonierung des Targetingvektors 
pSerc_Casp1C284A_Flag. 
A Klonierung der Casp1 cDNA inklusive Flag-Tag in pcDNA3.1 
B Basen-spezifische Mutagenese des Codons 284 mittels Quick Change II Site-directed Mutagenesis 
Kit von Agilent Technologies 




Abbildung 4.3.1.2 Kolonie-PCR nach Integration von Casp1 cDNA mit Flag in pcDNA3.1. 
Nach Integration der cDNA von Casp1 mit Flag konnte mit den Primern 34/35 ein Fragment mit einer 
Größe von 333 bp amplifiziert und korrekte Klone identifiziert werden (M, GeneRuler DNA Ladder Mix; 
Klone 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 gepickte Klone pcDNA3.1_Casp1_Flag; NK, pcDNA3.1; Ø, 
Kontrolle ddH2O). 





In einem nächsten Schritt wurden durch eine Basen-spezifische Mutagenese mit dem Quick 
Change II Site-directed Mutagenesis Kit von Agilent Technologies im Codon 284 die Basen 
TGC gegen GCT ersetzt und somit eine Punktmutation eingeführt (siehe Abbildung 4.3.1.1 B). 
Dabei wurden die Primer P36 und P37 mit Mutation und der Vektor pcDNA_Casp1_Flag in 
einer Replikationsreaktion zusammen mit der PfuTurbo-Polymerase verwendet und es konnte 
ein mutiertes Plasmid pcDNA_Casp1C284A_Flag mit sog. „nicks“ generiert werden. Der 
parentale Vektor pcDNA_Casp1_Flag konnte danach mit DpnI degradiert und der mutierte 
Vektor in kompetente Zellen transformiert werden. Zur Identifikation positiver Klone wurde 
zunächst eine Kolonie-PCR mit den Primern P38/P39 durchgeführt (siehe Abbildung 4.3.1.3) 
und anschließend das Produkt sequenziert (siehe  Abbildung 4.3.1.4). 
 
 
Abbildung 4.3.1.3 Kolonie-PCR nach Basen-spezifischer Mutagenese von Codon 284. 
Durch Basen-spezifische Mutagenese mit dem Quick Change II Site-directed Mutagenesis Kit von 
Agilent Technologies wurde die Punktmutation C284A in den Vektor pcDNA_Casp1_Flag eingeführt. 
Korrekte Klone wurden mit den Primern P38/P39 amplifiziert und das Amplifikat anschließend 
sequenziert (M, GeneRuler DNA Ladder Mix; Klone 1, 2, 3, 4 gepickte Klone 
pcDNA3.1_Casp1C284A_Flag; Ø, Kontrolle ddH2O). 
 
Das Alignment mit der Kontroll-Sequenz war für Klon1 von pcDNA_Casp1C284A_Flag korrekt 
und die Punktmutation C284A (TGC zu GCT) konnte detektiert werden.  
 
Danach konnte nun die Klonierung der Sequenz Casp1C284A_Flag sowie der Sequenz 
Casp1_Flag für das Kontroll-Konstrukt in den finalen Vektor pSerc erfolgen (siehe Abbildung 
4.3.1.1 C). Hierfür wurden Primer jeweils mit einer AscI-Schnittstelle generiert (P40/P41) und 
als Template dienten die Vektoren pcDNA_Casp1C284A_Flag sowie pcDNA_Casp1_Flag für 
den Kontroll-Vektor. Nach erfolgreicher Klonierung in den Targetingvektor pSerc konnten 
korrekte Klone mittels Kolonie-PCR (P42/P43) identifiziert werden (siehe Abbildung 4.3.1.5).  
 





Abbildung 4.3.1.4 Sequenzierung des PCR-Amplifikats P38/P39 von Klon 1 
pcDNA_Casp1C284A_Flag. 
DNA Sequenzierung der Produkte der Kolonie-PCR von Klon 1 mit den Primern P38/P39. Für beide 
Primer sind das Alignment mit der Kontroll-Sequenz und das Chromatogramm dargestellt. Die 
Basenfolge GCT im Codon 284 konnte detektiert werden. 
 
 
Abbildung 4.3.1.5 Kolonie-PCR nach Klonierung der Targetingvektoren pSerc_Casp1C284A_Flag 
und pSerc_Casp1_Flag. 
Die korrekte Integration der Amplifikate Casp1C284A_Flag und Casp1_Flag konnte mittels Primerpaar 
P42/P43 überprüft werden. Nur bei Integration der Fragmente mit korrekter Orientierung konnte ein 
Amplifikat mit einer Länge von 613 bp generiert werden (M, GeneRuler DNA Ladder Mix; Casp1C284A 1, 
2, 3, 4, 5, 6, Klone von pSerc_Casp1C284A_Flag; Casp1 1, 2, 3, 4, 5, 6, Klone von pSerc_Casp1_Flag; 
NK, pSerc; Ø, Kontrolle ddH2O). 
 
Anschließend erfolgte eine Kontroll-Restriktion jeweiliger positiver Klone mit den 
Restriktionsendonukleasen AscI und EcoRI (siehe Abbildung 4.3.1.6). Um eine spätere 
Expression von GFP zu vermeiden, wurde in einem letzten Schritt die noch vorhandene IRES-
eGFP-Kassette aus den fertigen Targetingvektoren durch eine Restriktion mit NotI und SmaI 
entfernt. Abschließend wurden die Konstrukte komplett sequenziert (nicht dargestellt).  





Abbildung 4.3.1.6 Kontroll-Restriktion der Targetingvektoren mit AscI und EcoRI. 
Klon 4 von pSerc_Casp1C284A_Flag und Klon 1 von pSerc_Casp1_Flag wurden mit AscI und EcoRI 
geschnitten und es konnten die erwarteten Banden detektiert werden (1, Klon von 
pSerc_Casp1C284A_Flag; 4, Klon von pSerc_Casp1_Flag; NK, pSerc; M, GeneRuler DNA Ladder Mix). 
 
4.3.2 Screening von ES-Zellen 
 
Von den fertigen Targetingvektoren pSerc_Casp1C284A_Flag und pSerc_Casp1_Flag als 
Kontrolle wurde eine Maxipräparation (siehe 3.2.9.1.4) angefertigt und danach folgte eine 
Linearisierung der Vektoren mit AsiSI. Dipl. Ing. Ronald Naumann (Max-Planck-Institut für 
Molekulare Zellbiologie und Genetik, Dresden) elektroporierte im Anschluss JM8 ES-Zellen 
mit den linearisierten Konstrukten. Bei den ES-Zellen handelte es sich um agouti C57BL/6 
Zellen, welche eine braune Fellfarbe vermitteln. Somit sollten spätere Chimäre und 
Keimbahnchimäre anhand der Fellfarbe vorselektiert werden. In einem ersten Schritt wurden 
die mit G418 selektierten ES-Zellen mit einer PCR (P44/P45) über den kurzen 5‘ Arm 
gescreent. Dabei konnten sowohl korrekt integrierte ES-Zell-Klone für Casp1C284A als auch für 
das Kontroll-Konstrukt R26_Casp1 identifiziert werden (siehe  
Abbildung 4.3.2.1).  
 
Die in der Screening-PCR positiven ES-Zell-Klone konnten nach Vermehrung durch Dipl. Ing. 
Ronald Naumann mittels Southern-Blot (siehe 3.2.18) weiterführend analysiert werden. 






Abbildung 4.3.2.1 Screening-PCR der ES-Zellen. 
Mit der AccuPrime Taq-DNA Polymerase von Invitrogen und dem Primerpaar P44/P45 konnten die 
elektroporierten ES-Zellen über den kurzen 5’Arm (~ 1 kb) gescreent werden. Die ES-Zell-Klone 2D und 
2F des Konstrukts mit Casp1C284A und B11, C11 und D11 von Casp1 zeigten die korrekte Bande in 
einem Agarosegel (M, GeneRuler DNA Ladder Mix; NK, pSerc; 2D, 2F, ES-Zell-Klone von 
pSerc_Casp1C284A_Flag; B12, C11, D11, ES-Zell-Klone von pSerc_Casp1_Flag).    
 
 
Abbildung 4.3.2.2 Southern-Blot von ES-Zell-Klonen für Casp1C284A. 
Die zuvor mit PCR positiv-gescreenten ES-Zell-Klone für Casp1C284A wurden mittels Southern-Blot auf 
korrekte Integration des Targetingkonstrukts überprüft. Für den 5’Arm wurde mit den Primern 
P_S1/P_S2 die Sonde DD1 amplifiziert und diese detektierte nach Restriktionsverdau mit BamHI im WT 
eine 5,8 kb große Bande und in korrekten ES-Zell-Klonen konnte die Wildtyp (WT)-Bande mit 5,8 kb 
und die Bande für homologe Rekombination (HR) von 4,7 kb detektiert werden. Für den 3’Arm wurde 
die DNA mit EcoRV geschnitten und in korrekten ES-Zell-Klonen konnte sowohl die WT-Bande mit 11,5 
kb und die HR-Bande mit 9,2 kb mit der Sonde DD4 (P_S3/P_S4) nachgewiesen werden (M, GeneRuler 
DNA Ladder Mix; WT, DNA von C57BL/6-ES-Zellen; 2D, 2F, 12H DNA von ES-Zell-Klonen Casp1C284A).  
 




Hierfür wurden Sonden designt, die außerhalb des jeweiligen Homologiearms des 
Targetingvektors liegen, aber vor der gewählten Restriktionsschnittstelle. Somit konnte die 
korrekte Integration der Konstrukte in den Rosa26-Lokus 5‘ seitig und 3’seitig überprüft 
werden. Sowohl für das Casp1C284A- als auch für das Casp1-Konstrukt konnte am 5’Arm mit 
der Sonde DD1 (P_S1/P_S2) in den zuvor bereits mit PCR positiv gescreenten ES-Zell-Klonen 
die WT-Bande mit 5,8 kb und die Bande nach homologer Rekombination (HR) mit 4,7 kb 
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.3.2.2 und Abbildung 4.3.2.3).  
Auch für den 3’Arm und mit der Sonde DD4 konnten bereits positiv gescreente Klone mittels 
Southern-Blot für beide Konstrukte bestätigt werden (siehe Abbildung 4.3.2.2 und Abbildung 
4.3.2.3) und somit ein „Gene rearrangement“ während der homologen Rekombination am 
Genort ausgeschlossen werden.  
 
 
Abbildung 4.3.2.3 Southern-Blot von ES-Zell-Klone für Casp1. 
Die zuvor mit PCR positiv-gescreenten ES-Zell-Klone für Casp1 wurden mittels Southern-Blot auf 
korrekte Integration des Targetingkonstrukts überprüft. Für den 5’Arm wurde mit den Primern 
P_S1/P_S2 die Sonde DD1 amplifiziert und diese detektierte nach Restriktionsverdau mit BamHI im WT 
eine 5,8 kb große Bande und in korrekten ES-Zell-Klonen konnte die Wildtyp (WT)-Bande mit 5,8 kb 
und die Bande für homologe Rekombination (HR) von 4,7 kb detektiert werden. Für den 3’Arm wurde 
die DNA mit EcoRV geschnitten und in korrekten ES-Zell-Klonen konnte sowohl die WT-Bande mit 11,5 
kb und die HR-Bande mit 9,2 kb mit der Sonde DD4 (P_S3/P_S4) nachgewiesen werden (M, GeneRuler 
DNA Ladder Mix; WT, DNA von C57BL/6-ES-Zellen; B12, C11, D11, DNA von ES-Zell-Klonen Casp1).  
 
Nach erneuter Sequenzierung der ausgewählten ES-Zell-Klone (loxP-Stellen, Casp1-
Sequenz, nicht dargestellt) erfolgte die Mikroinjektion zunächst des getargeten ES-Zell-Klons 
für das Konstrukt Casp1C284A (Klon 2 D) in C57BL/6 Blastozysten mit folgendem Transfer in 
pseudoträchtige zyklussynchronisierte Empfängertiere (Ammen) (durchgeführt von Dipl. -Ing. 
Ronald Naumannn).   
 




4.3.3 Genotypisierung der Chimäre und Verpaarung mit PGK-Cre Tieren 
 
Nachdem die 5 geborenen Chimäre mit brauner Fellfarbe drei Wochen alt waren, erfolgte die 
Genotypisierung dieser, um die erfolgreiche Integration des „knock-ins“  R26_Casp1C284A zu 
bestätigen. Hierfür wurde die Typing-PCR für Flag und Neo herangezogen (siehe Abbildung 
4.3.3.1). Alle 5 Chimäre waren korrekt und wurden folgend mit C57BL/6 wt-Tieren verpaart, 
um in der F1-Generation erneut mittels Genotypisierung ki-Tiere für R26_Casp1C284A (siehe 
Abbildung 4.3.3.2) zu identifizieren. Im Falle einer Beteiligung der verwendeten ES-Zell-Klone 
zur Keimbahnentwicklung (Keimbahnchimäre) treten in der F1-Generation neben wt-Tieren 
ebenso genetisch veränderte Tiere auf. Das Chimär 5 konnte als Keimbahnchimär identifiziert 
werden, da in den Nachkommen der F1-Generation ebenfalls das ki R26_Casp1C284A 
nachgewiesen werden konnte (nicht dargestellt).  
 
 
Abbildung 4.3.3.1 Genotypisierung der Chimäre des „knock-ins“ R26_Casp1C284A. 
In allen braunen Chimären konnte sowohl für die Flag-PCR (P_Typ 9/P_Typ 10, 210 bp, A) als auch für 
die Neo-PCR (P_Typ 11/P_Typ 12, 482 bp, B) eine Bande detektiert werden (M, GeneRuler 100 bp 
DNA Ladder; 1, 2, 3, 4, 5, Chimäre R26_Casp1C284A, Ø, Kontrolle ddH2O, PK, pSerc_Casp1C284A_Flag).  
 
Durch die Exzision der gefloxten neo-Stopp-Kassette durch Expression der Cre-Rekombinase 
sollte weiterführend die Expression des „knock-ins“ induziert und somit gleichfalls die Frage 
nach einem embryonalen letalen Phänotyp geklärt werden. Hierfür wurden die ki-Tiere 
R26_Casp1C284A mit PGK-Cre Tieren verpaart, die die sequenz-spezifische Cre-Rekombinase 
in alle Körperzellen exprimieren (Lallemand, et al., 1998). 
 





Abbildung 4.3.3.2 Strategie zur Genotypisierung der ki-Tiere R26_Casp1C284A. 
Für die Identifizierung R26_Casp1C284A Chimären wurden die Typisierungs-PCRs für Flag und Neo 
verwendet. Im Folgenden konnten heterozygote Tiere mit der Rosa26_wt-Typisierungs-Reaktion 
identifiziert werden (Produkt nur für wt-Allel). Nach Verpaarung der R26_Casp1C284A fl-Tiere mit PGK-




Abbildung 4.3.3.3 Genotypisierung zur Unterscheidung von R26_Casp1C284A fl und 
R26_Casp1C284A del-Tieren 
Tiere, die eine korrekte Bande von 482 bp für die PCR-Reaktion Neo (P_Typ 11/P_Typ 12) aufweisen, 
besitzen eine intakte neo-Stopp-Kassette (Neo) und sind R26_Casp1C284A fl-Tiere. Tiere, bei denen die 
Del-PCR (P_Typ 13/P_Typ 14) eine Bande von 594 bp generiert, besitzen eine deletierte neo-Stopp-
Kassette und sind R26_Casp1C284A del werden (M, GeneRuler DNA Ladder Mix; 29, 30, 31, 
R26_Casp1C284A fl-Tiere; 32, 33, R26_Casp1C284A del-Tiere Ø, Kontrolle ddH2O).  
  




Um die Deletion der neo-Stopp-Kassette in deren Nachkommen zu detektieren, wurden zwei 
PCR-Reaktionen verwendet. Bei der einen PCR-Reaktion (Neo) waren die Primer so designt, 
dass nur bei Vorhandensein der neo-Stopp-Kassette ein Produkt entsteht.  
Mit den Primern der anderen Genotypisierungsreaktion (Del) konnte lediglich ein Produkt 
amplifiziert werden, wenn die Selektionskassette durch die Cre-Rekombinase deletiert worden 
war (siehe  Abbildung 4.3.3.3).  
Zur Überprüfung auf Homozygotie wurde zusätzlich die Rosa26wt-PCR verwendet (siehe 
Abbildung 4.3.3.2).  
 
4.3.4 Expressionsanalyse der R26_Casp1C284A del-Tiere 
 
Um eine mögliche embryonale Letalität der transgenen Tiere Casp1C284A durch Expression der 
Caspase-1 mit zentraler Mutation C284A folgend zu bewerten, wurde zunächst die 
Lebensfähigkeit der konditionalen R26_Casp1C284A-Tiere nach Verpaarung mit der Linie PGK-
Cre analysiert. In den Nachkommen dieser Verpaarung konnte eine Verteilung der Merkmale, 
wie nach Mendelschen Regeln bei normalem Vererbungsvorgang erwartet, nachgewiesen 
werden (siehe Tabelle 4.3.4.1). Alle vier möglichen Genotypen waren mit etwa je 25 % (wie 
theoretisch erwartet) in den Nachkommen zu finden. Ebenfalls der Genotyp R26_Casp1C284A 
del/PGK-Cre war mit 11 von 45 Tieren (24,4 %) normalverteilt vertreten. Außerdem wirkten die 
untersuchten Tiere mit dem Genotyp R26_Casp1C284A del/PGK-Cre äußerlich gesund, 
verhielten sich normal und waren fruchtbar. Ebenso waren makroskopische und histologische 
Untersuchungen der verschiedenen Organe unauffällig und es konnte ebenso wie bei den 
transgenen Tieren kein offensichtlicher Phänotyp festgestellt werden.  
Tabelle 4.3.4.1 Übersicht über Verteilung der Genotypen der Nachkommen nach Verpaarung von 
R26_Casp1C284A fl-Tieren mit PGK-Cre-Tieren. 
Allele R26_Casp1C284A fl wt 
PGK-Cre R26_Casp1C284A del/PGK-Cre (25 %) 
24,4 % (11) 
wt/PGK-Cre (25 %) 
22,2 % (10) 
wt R26_Casp1C284A fl/wt (25 %) 
26,7 % (12) 
wt/wt (25 %) 
26,7 % (12) 
 
Durch die Normalverteilung der R26_Casp1C284A del-Tiere wurde eine embryonale Letalität 
relativ unwahrscheinlich, jedoch musste zusätzlich die Expression der mutierten Caspase-1 
nachgewiesen werden, um ein „Silencing“ auf Transkriptions- und Proteinebene ausschließen 
zu können. Für die Expressionsanalyse auf transkriptioneller Ebene wurde aus wt-Tieren, 
R26_Casp1C284A fl und -del-Tieren die entsprechenden Organe entnommen (siehe 3.6.6), RNA 




isoliert (siehe 3.2.17) und diese in cDNA umgeschrieben (siehe 3.2.7). Danach konnte mit dem 
Primerpaar P_Typ 9/P_Typ 10 eine quantitative Real-Time-PCR (siehe 3.2.16) durchgeführt 
werden. Danach wurde die relative Genexpression der mutierten Caspase-1 in Bezug auf die 
eingesetzten wt/wt-Tiere berechnet und es zeigte sich ein massiver Anstieg der Expression in 
den Organen des untersuchten R26_Casp1C284A del-Tiers (siehe Abbildung 4.3.4.1). In den 
Lymphknoten kam es zu einem 300fachen Anstieg der Expression auch im Vergleich zu den 
Tieren, in denen noch eine neo-Stopp-Kassette vorhanden war (R26_Casp1C284A fl). Ebenfalls 
in der Haut war ein 1300facher Anstieg und in der Leber sogar ein 6700facher Anstieg der 
Expression zu verzeichnen. In weiteren Versuchen konnten diese Ergebnisse bestätigt werden 
und auch bspw. in der Milz eine starke Expression der mutierten Caspase-1 in den 
R26_Casp1C284A del-Tiere detektiert werden (Ergebnisse nicht dargestellt).  
 
 
Abbildung 4.3.4.1 Relative Genexpression der mutierten Caspase-1 in Leber, Lymphknoten und 
Haut aus R26_Casp1C284A fl und -del-Tieren. 
Es wurde eine qRT-PCR von cDNA der verschiedenen Organe mit dem Primerpaar Flag (P_Typ 
9/P_Typ 10) durchgeführt. Es erfolgte die Normalisierung auf Gapdh (P46/P47) und die relative 
Genexpression wurde in Bezug auf die wt/wt-Tiere berechnet. Dargestellt sind Dotplots der Triplikate 
mit Median und Spannweite.  
 
Im Anschluss wurde ebenfalls aus verschiedenen Tieren Knochenmark isoliert und daraus 
BMDCs kultiviert (siehe 3.5.2). Danach wurden die Zellen mit LPS (1µg/ml) für 24 h stimuliert 
und weiterführend die Expression der mutierten Caspase-1 analysiert (siehe Abbildung 
4.3.4.2). In den BMDCs des R26_Casp1C284A fl-Tieres konnte sowohl mit (LPS) als auch ohne 
(K-) Stimulation eine gesteigerte Expression detektiert werden. Im Gegensatz dazu war die 









Abbildung 4.3.4.2 Relative Genexpression von kultivierten BMDCs der R26_Casp1C284A fl und -
del-Tiere. 
Es wurde eine qRT-PCR von cDNA von BMDCs mit (LPS) und ohne (K-) Stimulation mit LPS für 24 h 
mit dem Primerpaar Flag (P_Typ 9/P_Typ 10) durchgeführt. Es erfolgte die Normalisierung auf Gapdh 
(P46/P47) und die relative Genexpression wurde in Bezug auf die wt/wt-Tiere berechnet. Dargestellt 




Abbildung 4.3.4.3 Western Blot nach IP mit Caspase-1, p10 Antikörper. 
Nachdem von den kultivierten BMDCs mit (LPS) und ohne (K-) Stimulation mit LPS für 24 h Protein 
isoliert wurde, erfolgte eine IP mit einem Caspase-1 p10 (M-20) Antikörper. Die Detektion erfolgte mit 
monoklonalem anti-Flag M2-Peroxidase Antikörper (HRP). Die Bande der mutierten Caspase-1 konnte 
bei etwa 50 kDa nachgewiesen werden (wt, wt/wt; fl, R26_Casp1C284A fl; del, R26_Casp1C284A del).  
 




In einem weiteren Schritt sollte nun die Expression auf Proteinebene detektiert werden. Hierfür 
wurden ebenfalls aus den zuvor stimulierten BMDCs Proteine isoliert und eine 
Immunpräzipitation mit dem Caspase-1 p10 (M-20) Antikörper von Santa Cruz durchgeführt 
(siehe 3.4.3). Danach konnte in den BMDCs des R26_Casp1C284A del-Tiers sowohl ohne (K-) 
als auch mit LPS-Stimulation eine Bande der mutierten Caspase-1 detektiert werden. Nach 
Stimulation ist die Expression des Proteins stärker und dieser Umstand ist einhergehend mit 
der transkriptionellen Expressionsanalyse (siehe Abbildung 4.3.4.2). In weiteren Versuchen 
konnte die mutierte Caspase-1 ebenfalls in unterschiedlichen Organen detektiert werden 
(siehe Abbildung 4.3.5.4). Durch den Nachweis der Expression sowohl auf transkriptioneller 
Ebene als auch auf Proteinebene konnte nun abschließend ein embryonal letaler Phänotyp 
nach Expression der Caspase-1 mit zentraler Mutation ausgeschlossen werden.  
 
4.3.5 In vivo-Stimulation der R26_Casp1C284A del-Tiere 
 
Weiterführend wurden die Mäuse, wie in den Versuchen mit den transgenen Tieren, mit einer 
subletalen Dosis LPS i.p. stimuliert (100 µg/ Maus, siehe 4.2.2), um eine Entzündungsreaktion 
im Organismus auszulösen und zu analysieren, ob die Expression der Caspase-1 mit zentraler 
Mutation trotz enzymatischer Inaktivität zu einer gesteigerten inflammatorischen Reaktion in 
den Tieren führen kann. Hierfür wurde in einem Experiment die periphere Körpertemperatur 
der Tiere nach Stimulation nach 0 h, 9 h, 10 h, 11 h, 12 h und abschließend nach 18 h mit dem 
rektalen Thermometer TK9882 von Bioseb gemessen (siehe Abbildung 4.3.5.1, Abbildung 
4.3.5.2 und Abbildung 4.3.5.2). In den wt-Tieren C57BL/6 wurde ein Schock-ähnlicher Zustand 
beobachtet, der mit einem massiven Temperaturabfall der peripheren Körpertemperatur von 
mehr als 10 °C einherging und der nach 10 h sein Maximum erreichte. In den Casp1 wt/ko-
Tieren konnte ebenfalls ein Temperaturabfall beobachtet werden, jedoch in viel geringerem 
Maße (siehe Abbildung 4.3.5.1). Im Vergleich dazu wurde hingegen in den Tieren mit 
exprimierter mutierter Caspase-1 (Casp1 wt/ko R26_Casp1C284A wt/del) eine stärkere 
systemische Entzündungsreaktion ausgelöst, da der Abfall der peripheren Temperatur 
verstärkt war. Im Falle von Casp1 wt/ko R26_Casp1C284A del/del-Tieren fiel die 
Temperaturkurve wiederum noch weiter ab. Dieser Effekt könnte durch eine fehlende 
Autoproteolyse der mutierten Caspase-1 und damit einhergehend einer verlängerten CARD-
CARD-Interaktion mit RIP2 ausgelöst werden. Dies würde in den Tieren eine vermehrte 
Aktivierung von NFκB und damit eine verstärkte Sezernierung von bspw. TNF-α bewirken. 





Abbildung 4.3.5.1 Darstellung der Körpertemperatur nach Stimulation für 18 h mit LPS. 
Tiere wurden mit 100 µg/Maus i.p mit LPS injiziert und nach 0 h, 9 h, 10 h, 11 h, 12 h und 18 h erfolgte 
die Messung der peripheren Körpertemperatur in °C mittels rektalem Thermometer.  
 
In den Casp1 ko/ko-Tieren konnte andererseits eine gleichbleibende Temperatur über 18 h 
verzeichnet werden (siehe Abbildung 4.3.5.2). Somit lässt sich schlussfolgern, dass nach einer 
LPS-Stimulation der Mäuse mit einer subletalen Dosis vor allem in den Zellen eine 
Inflammasomaktivierung mit einhergehender Autoproteolyse von Caspase-1 ausgelöst wird 
und u.a. das proinflammatorische Zytokin IL-1ß nach enzymatischer Aktivierung durch 
Caspase-1 zum entzündlichen Phänotyp beiträgt. Aber auch ohne endogene wt-Caspase-1 
kann durch die Einführung einer enzymatisch-inaktiven Caspase-1 (Casp1 ko/ko 
R26_Casp1C284A wt/del) der Temperaturabfall nach LPS-Stimulation induziert werden, da 
möglicherweise durch den Weg über NFκB die systemische Entzündungsreaktion in den 
Mäusen durch überschießende Sekretion von TNF-α und IL-6 ausgelöst wird.  
 
Tatsächlich konnte nicht nur in den stark reagierenden C57BL/6 wt-Mäusen eine deutlich 
erhöhte Sekretion beider Zytokine für beide Zeitpunkte detektiert werden, sondern auch in 
allen Mäusen mit eingeführter mutierter Caspase-1 im Rosa26-Lokus (siehe Abbildung 
4.3.5.3). Dagegen waren die Level der Zytokine in den entsprechenden Kontroll-Tieren (Casp1 
wt/ko oder Casp1 ko/ko) sowohl nach 11 h als auch noch nach 18 h geringer.  
 





Abbildung 4.3.5.2 Darstellung der Körpertemperatur nach Stimulation für 18 h mit LPS. 
Tiere wurden mit 100 µg/Maus i.p mit LPS injiziert und nach 0 h, 9 h, 10 h, 11 h, 12 h und 18 h erfolgte 
die Messung der peripheren Körpertemperatur in °C mittels rektalem Thermometer.  
 
 
Abbildung 4.3.5.3 TNF-α- und IL-6 Zytokinsekretion nach in vivo-Stimulation mit LPS. 
Tiere wurden mit 100 µg/Maus i.p mit LPS injiziert und nach 11 h wurde retroorbital Blut abgenommen 
und nach 18 h final mittels Herzpunktion. Die Zytokinlevel von TNF-α und IL-6 wurden durch FACS-








Als Abschluss konnte die Expression der enzymatisch-inaktiven Caspase-1C284A durch einen 
Western Blot der Organlysate für Milz und Leber nachgewiesen werden (siehe Abbildung 
4.3.5.4). Durch die fehlende endogene Caspase-1 in den Casp1 ko/ko R26_Casp1C284A wt/del 
Tieren konnte mit einem Caspase-1, p10 Antikörper die mutierte Caspase-1 eindeutig 
detektiert werden. Außerdem konnte, höchstwahrscheinlich ausgelöst durch die Integration 
des Flag-Tags, eine etwas veränderte Laufeigenschaft des Proteins festgestellt werden, da 
das mutierte Protein etwas höher detektiert wurde, als die wt-Caspase-1 in den Lysaten von 
C57BL/6- und Casp1 wt/ko-Mäusen.  
 
Abbildung 4.3.5.4 Western Blot der Leber und Milz von Mäusen nach LPS-Stimulation. 
Nachdem die Tiere für 18 h mit LPS (100 µg/Maus) stimuliert worden waren, erfolgte die Entnahme u. 
a. von Milz und Leber und die Isolierung der Proteine. Es wurde mit dem Caspase-1, p10 als 
Primärantikörper und dem Anti-Kaninchen IgG HRP-Konjugat als Sekundärantikörper detektiert. Die 
Bande der wt Caspase-1 und mutierten Caspase-1 konnte bei etwa 50 kDa nachgewiesen werden (M, 
Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard; PK, Positivkontrolle, HEK293T-Zellen transfiziert mit 
pcDNA3.1_Casp1C284A_Flag). 
 
Auch wenn vor dem Western Blot zusätzlich eine Immunpräzipitation mit entweder einem Flag- 
oder einem Caspase-1 Antikörper notwendig war, konnte im Anschluss in allen untersuchten 
Milzlysaten von Mäusen, bei denen eine enzymatisch-inaktive Caspase-1 eingeführt worden 




war, die Caspase-1C284A mit Hilfe des integrierten Flag-Tags detektiert werden (siehe 
Abbildung 4.3.5.5).  
 
Abbildung 4.3.5.5 Western Blot nach IP mit Flag Ak oder p10 Ak der Milz von Mäusen nach LPS-
Stimulation. 
Nachdem die Tiere für 18 h mit LPS (100 µg/Maus) stimuliert wurden, erfolgte die Entnahme von Milz, 
die Isolierung der Proteine und danach eine Immunpräzipitation entweder mit dem anti-Flag M2-
Peroxidase Antikörper (HRP) oder dem Caspase-1, p10 Ak. Detektiert wurde mit dem Caspase-1, p10 
als Primärantikörper  und dem Anti-Kaninchen IgG HRP-Konjugat als Sekundärantikörper (IP Flag) oder 
dem anti-Flag M2-Peroxidase Antikörper (HRP) (IP p10). Die Bande der mutierten Caspase-1 konnte 
bei etwa 50 kDa nachgewiesen werden (M, Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard). 
 
Die in dieser Arbeit durchgeführte und hier beschriebene in vivo Stimulation zeigte bereits 
vielversprechende Ergebnisse. Sie wurde allerdings mit einer repräsentativen und damit relativ 
geringen Anzahl an Tieren durchgeführt. Somit werden zukünftig noch weitere Versuche mit 
einer erhöhten Anzahl an Mäusen für eine endgültige Verifizierung notwendig sein.  
 






5.1 Entwurf eines Mausmodells für ICE-Fieber 
 
Für die Generierung von Mausmodellen wie zum Beispiel für das sog. „ICE-Fieber“, standen 
zu Beginn dieser Arbeit zunächst zwei Methoden zur Verfügung. Zum einen die Generierung 
eines transgenen Tieres oder zum anderen die gezielte Veränderung eines Lokus durch 
homologe Rekombination („Gene Targeting“). 
Im Falle eines Transgens wird rekombinante DNA zufällig in ein Wirtsgenom integriert. Durch 
direkte Injektion in den Pronukleus einer Zygote wurde bereits 1980 zum ersten Mal ein Gen 
in somatische Zellen einer Maus eingeführt (Gordon, et al., 1980). Nach dieser Pionierarbeit 
wurden eine Vielzahl transgener Tiere mit verschiedensten Anwendungsspektren im 
biomedizinischen Bereich erzeugt. Durch die Expression von Transgenen wurden 
beispielsweise phänotypische Effekte von Hormonen (Hammer, et al., 1985), Onkogenen 
(Stewart, et al., 1984) oder von immunregulatorischen Genen (Storb, et al., 1984) untersucht. 
Auch sehr lange DNA-Fragmente wie YACs (Peterson, et al., 1997), PACs (Sternberg, 1992) 
oder BACs (Antoch, et al., 1997) können für eine effektive Expression eines Transgens 
verwendet werden (Giraldo and Montoliu, 2001). Dadurch war es möglich auch regulatorische 
Elemente, die weiter 5´- oder 3´seitig vom Gen entfernt vorliegen und entscheidend für die 
korrekte Expression des Transgens sind, zu integrieren. Jedoch ist zu beachten, dass die 
Integration nach Pronukleusinjektion immer zufällig im Genom erfolgt und der Ort und die 
Kopienzahl nicht vorherbestimmt werden können. In den meisten Fällen werden mehrere 
Kopien an rekombinanter DNA integriert und die Expression des Transgens kann zusätzlich 
durch verschiedene chromosomale Positionseffekte beeinflusst werden (Montoliu, 2002).  
Durch die fortschreitende Erforschung von ES Zellen konnte das Feld der genetischen 
Manipulation von Zellen und der Keimbahn von Tieren vielversprechend erweitert werden. 
Erstmals 1984 konnte gezeigt werden, dass ES-Zellen nach Blastozysteninjektion zu vielen 
verschiedenen Zelltypen, darunter auch die Keimbahnzellen, beitragen können (Bradley, et 
al., 1984). Weiterführend wurde versucht diese Zellen gezielt durch homologe Rekombination 
genetisch zu verändern und schließlich konnten für erste Gene Tiere identifiziert werden, bei 
denen die homolog rekombinierten ES-Zellen zur Keimbahnentwicklung beitrugen 
(Schwartzberg, et al., 1989; Thompson, et al., 1989). Der Vorteil dieser Methode ist, dass die 
spezifische DNA unter endogenem Promotor im endogenen Lokus und somit auch mit allen 
weiteren regulatorischen Elementen wie „Enhancern“ oder „Silencern“ exprimiert werden kann. 
Ein möglicherweise nachteiliger Effekt ist allerdings, dass es bis zu zwei Jahre dauern kann, 
bis man Keimbahnchimäre erzeugt hat. So muss das spezifische Gen zunächst mit 




entsprechenden Selektionskassetten in einen Targetingvektor kloniert werden, um in 
Anschluss in die ES-Zellen elektroporiert werden zu können. Nach erfolgter homologer 
Rekombination müssen diese weiterführend selektiert und gescreent werden und erst danach 
können die Morulainjektion und der Transfer in pseudoschwangere Ammen erfolgen. Zum 
Abschluss können dann verifizierte Chimäre verpaart und Tiere, in denen die ES-Zellen zu 
Keimbahnentwicklung beigetragen haben, identifiziert werden.  
Weiterführend kann durch die Verwendung beispielsweise des Cre/loxP Rekombinase- 
Systems der Zeitraum und/oder der Ort der Expression eines transgenen Konstrukts gesteuert 
werden (Lakso, et al., 1992). Die Cre-Rekombinase, ursprünglich isoliert aus der 
Bakteriophage P1, ist ein 38 kDa großes Protein und katalysiert die Rekombination zwischen 
zwei Erkennungssequenzen. Diese loxP-Stellen (Hamilton and Abremski, 1984) bestehen aus 
einer 34 bp langen Konsensus-Sequenz, in der 13 bp lange palindromische „Repeats“ eine 8 
bp langen „Core“-Sequenz flankieren. Dabei definiert die asymmetrische „Core“-Sequenz die 
Orientierung der loxP-Stelle. Bei gleicher Orientierung der loxP-Stellen erfolgt die Exzision der 
loxP-flankierten (gefloxten) Sequenz. Dabei verbleibt eine loxP-Stelle an der 
Rekombinationsstelle. Hingegen erfolgt eine Inversion der gefloxten Region, wenn die loxP-
Stellen entgegengesetzt orientiert sind. Auch ein intermolekulares Rekombinationsereignis mit 
folgender Translokation ist denkbar. Ein großer Vorteil der Cre/loxP-Methode liegt in der 
Unabhängigkeit von Ko-Faktoren oder anderen Sequenzelementen und somit ist eine 
effiziente Rekombination unabhängig von der zellulären Umgebung möglich. Dadurch konnte 
dieses System auch in eukaryotischen Organismen Anwendung finden und erweiterte den 
Anwendungsbereich von genetisch veränderten Mäusen um ein Vielfaches. Die 
offensichtlichste Anwendung ist die Entfernung der Selektionskassette von dem getargeten 
Allel (Meyers, et al., 1998), denn solch eine Selektionskassette kann unter anderem die 
Expression von benachbarten Genen beeinflussen (Fiering, et al., 1995). Außerdem wurden 
für beispielsweise Expressionsanalysen verschiedene konditionale Reportermauslinien 
generiert (Lobe, et al., 1999; Mao, et al., 1999; Srinivas, et al., 2001). Ebenfalls ein 
schwerwiegender oder sogar letaler Phänotyp während der embryonalen Entwicklung kann 
durch die Verwendung eines konditionalen Konstrukts umgangen werden (Nagy, 2000) und 
dadurch verschiedene Genfunktionen trotz embryonaler Letalität  postnatal untersucht werden. 
Mit konventionellen „Gene Targeting“-Methoden wäre dies nicht möglich. Das Prinzip ist 
einfach, denn der Promotor und die Kodierungssequenz eines Gens wird durch eine gefloxte 
Stopp-Kassette getrennt und dadurch eine Transkription verhindert. Die Expression des Gens 
erfolgt erst, wenn die Cre-Rekombinase entweder zu einem bestimmten Zeitpunkt und/oder in 
bestimmten Zelltypen exprimiert wird und dadurch die Stopp-Kassette herausgeschnitten wird. 
Für eine Expression in bestimmten Zelltypen, können die generierten Mäuse mit 
verschiedenen Mauslinien verpaart werden, welche die Rekombinase unter Zelltyp-




spezifischen Promotoren exprimieren. Für eine Zeitpunkt-spezifische Expression wiederum 
können die genetisch veränderten Mäuse unter anderem mit sogenannten „Deleter“-
Mauslinien, wie PGK-Cre, verpaart werden, wonach eine Expression in allen Zellen der Maus 
erfolgt (Rajewsky, et al., 1996). Weiterhin ist es möglich, die Expression durch die Verwendung 
von induzierbaren Systemen zu veranlassen. Dabei werden den Embryonen oder Mäusen 
kleine Moleküle verabreicht, die essentiell für die Transkriptionsaktivierung von sog. 
„Responder“-Genen sind. Im Falle des Tamoxifen-induzierbaren Rekombinationssystems 
(CreERT2) wird eine Östrogen-Rezeptor-Bindungsdomäne mit der Cre-Rekombinase 
fusioniert und nur bei Anwesenheit des Östrogen-Antagonisten Tamoxifen kann das 
Fusionsprotein in den Kern translozieren (Brocard, et al., 1998) und eine Rekombination 
erfolgen.  
Bahnbrechend war die Entdeckung der Möglichkeit das CRISPR/Cas9-System zur 
Generierung von genetisch veränderten Organismen zu verwenden. Dieses System stammt 
ursprünglich aus Bakterien und Archaebakterien und ist für die immunologische Abwehr dieser 
Lebewesen mit verantwortlich (Cho, et al., 2013). Diese Methode wurde in den letzten Jahren 
dahingehend verändert, dass durch sog. „guide“RNAs die Cas9 Effektor-Nuklease gezielt an 
jeder beliebigen Stelle im Genom einen DNA-Doppelstrangbruch erzeugen kann. Dieser 
wiederum erhöht die homologe Rekombinationseffizienz um ein Vielfaches. Durch die 
ebenfalls in die Zellen eingebrachte „Targeting“-Sequenz mit entsprechenden homologen 
Bereichen können dann schließlich beliebige genetische Modifikationen in kürzesten 
Zeiträumen erzeugt werden (Byrne and Church, 2015). Jedoch war zu Beginn dieser Arbeit 
dieses System noch nicht ausgereift und etabliert genug und somit bestand nicht die 
Möglichkeit auf Basis von CRISPR/Cas9 ein Mausmodell zu generieren und es musste auf die 
herkömmlichen „Genome Editing“-Methoden zurückgegriffen werden. Die Einführung einer 
mutierten Caspase-1C284A als transgenes Konstrukt wurde aufgrund der Zeitersparnis 
gegenüber einem „Gene Targeting“-Konstrukt favorisiert. Die Basis der Generierung des 
Mausmodells sollte außerdem ein BAC-Transgen bilden, da bereits gezeigt werden konnte, 
dass mit dieser Methode meist ein Expressionslevel des natürlichen Gens erreicht wird 
(Giraldo and Montoliu, 2001). Darüber hinaus erfolgt bei BAC-Transgenen die Integration in 
niedriger Kopienzahl (Chandler, et al., 2007). Weiterführend sollten dann die transgenen Tiere 
mit heterozygoten Casp1 ko-Tieren verpaart und somit der genetische Hintergrund der 








5.2 Konstruktion des Casp1C284A-BAC-Transgens 
 
Für die Konstruktion des Transgens wurde der BAC RPCI-23-424D5 dahingehend 
ausgewählt, sodass das Gen für Caspase-1 relativ zentral im BAC lokalisiert ist. Dadurch 
bestand die Möglichkeit, alle regulatorischen Elemente, die für die Transkription wichtig sind, 
ebenfalls zu integrieren. Dies sollte zu einem höheren Expressionslevel führen. Jedoch 
können BACs leicht scheren. Ein weiterer Nachteil aufgrund der Länge des Konstrukts ist, 
dass nicht auf konventionelle Klonierungstechniken mit Restriktionsenzymen zurückgegriffen 
werden kann. Deshalb wurden alle Klonierungsschritte mit Hilfe des Red/ET Recombination 
Kits von Gene Bridges GmbH, welches auf homologer Rekombination basiert, durchgeführt. 
(Muyrers, et al., 2000; Muyrers, et al., 1999; Zhang, et al., 1998; Zhang, et al., 2000). In einem 
ersten Schritt wurde die wt-loxP-Stelle im Vektorrückrat pBACe3.6 durch eine Zeocin-Kassette 
ersetzt, da im Anschluss die Punktmutation durch die parallele Integration einer gefloxten 
Neomycin-Kassette in den BAC eingeführt werden sollte. Dies war jedoch nur ohne eine 
weitere wt-loxP-Stellen im Konstrukt möglich. Ansonsten hätte nachfolgend keine korrekte 
Exzision der Neomycin-Kassette erfolgen können, da es zu ungewollten 
Rekombinationsereignissen zwischen den drei wt-loxP-Stellen hätte kommen können. Eine 
ebenfalls vorhandene loxP511-Stelle im Vektorrückrat, die eine Punktmutation in der „Core“-
Sequenz besitzt, musste dagegen nicht verändert werden, da nur zwischen homotypischen 
loxP-Stellen eine effiziente Rekombination erfolgen kann.  
Für die funktionelle Analyse und alle folgenden Versuche mit den generierten Mäusen ist es 
sehr wichtig, dass man das Transgen von der endogenen RNA oder dem endogenen Protein 
unterscheiden kann. Aus diesem Grunde wurde danach ein Flag-Tag eingefügt. Da die Faltung 
der mutierten Caspase-1C284A und die Funktion des Proteins so wenig wie möglich 
beeinträchtigt werden sollte, wurde ein Tag ausgewählt, der nur aus 8 AS besteht. Außerdem 
sind zur Detektion des Flag-Tags mehrere Antikörper erhältlich (Einhauer and Jungbauer, 
2001). Der anti-Flag M2 Antikörper beispielsweise erkennt sowohl N-terminale- als auch C-
terminale Fusionsproteine und kann zusätzlich für eine Immunpräzipitation oder 
Affinitätsaufreinigung verwendet werden. Da die CARD-Domäne in der Procaspase-1 N-
terminal lokalisiert ist und Proteininteraktionen mittels dieser Domäne zum Beispiel mit RIP2 
in den Zellen der transgenen Tiere nicht gestört werden sollten, wurde der Flag-Tag C-terminal 
eingefügt. Außerdem konnte in verschiedenen in vitro Versuchen in unserem Labor gezeigt 
werden, dass ein C-terminal an die humane Caspase-1 fusionierter Flag-Tag im Western Blot 
detektierbar und keine Einschränkung der Funktionalität des Proteins zu verzeichnen war. Da 
der Flag-Tag eine nicht-selektierbare Sequenz darstellt, musste die Insertion mit der Red/ET 
Counterselection-Methode von Gene Bridges GmbH erfolgen. Die Einführung der 




Counterselection-Kassette rpsL-neo mit folgender Kanamycin-Selektion war unproblematisch 
(siehe Abbildung 4.1.2.5). Jedoch konnten nach Austausch dieser mit dem Flag-Oligonukleotid 
erst Klone identifiziert werden, nachdem die Streptomycin-Konzentration von 50 µg/ml um ein 
Dreifaches erhöht wurde. Das von rpsL kodierte ribosomale Protein S12 ist das Angriffsziel für 
Streptomycin. Der bei den Klonierungen verwendete E.coli-Stamm DH10B trägt eine Mutation 
in dem entsprechenden Gen und ist dadurch Streptomycin resistent. Durch die Einführung der 
Counterselection-Kassette wurde eine Sensitivität gegenüber diesem Antibiotikum vermittelt 
und die Bakterien sollten nach Austausch mit dem Flag-Oligonukleotid erneut resistent sein. 
Vermutlich hat die in diesem E.coli-Stamm auftretende Mutation aber keine stringente 
Resistenz vermittelt. Nichtsdestotrotz konnten Kolonien mit inseriertem Flag-Tag detektiert 
werden und aufgrund einer XbaI-Schnittstelle mittels Southern-Blot verifiziert werden (siehe 
Abbildung 4.1.2.10).  
Im Anschluss wurde die künstliche Punktmutation C284A eingeführt, bei der das aktive 
Zentrum der Caspase-1 zerstört wird und es zu einem vollständigen Verlust der 
enzymatischen Aktivität kommt. Dies ist ähnlich zu einigen Varianten, die im Patienten 
gefunden wurden (Luksch, et al., 2013). Außerdem wurde die Mutation C285A als humane 
Variante in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe bereits als Kontrolle verwendet und keine 
enzymatische Restaktivität festgestellt. Somit sollte bei Verwendung der Mutation C284A der 
Effekt in den Mäusen ausschließlich auf anderen molekularen Mechanismen z. B. 
Proteininteraktionen beruhen und unabhängig von der Enzymaktivität der mutierten Caspase-
1C284A sein. Die Mutation hätte ebenfalls durch die Verwendung einer Counterselection-
Kassette inseriert werden können, denn eine Punktmutation stellt ebenfalls eine nicht 
selektierbare Sequenz dar. Da aber bereits bei der Einführung des Flag-Tags die Selektion 
der korrekten Klone nach dem 2. Rekombinationsschritt eher schwierig war, wurde ein 
Rekombinationsschritt bevorzugt, bei dem die Punktmutation zusammen mit einer gefloxten 
Neomycin-Kassette inserierte. Da das Codon, welches für die Aminosäure 284 der Caspase-
1 kodiert, nur wenige Basen vom Ende des Exons 6 entfernt war, konnte die gefloxte neo-
Kassette im Intronbereich inserieren und gleichzeitig die Punktmutation C284A eingeführt 
werden. Durch die nachfolgende Expression der Cre-Rekombinase, verblieben schließlich nur 
die Punktmutation im Exon 6 und eine loxP-Stelle im Intron 6 von Casp1.  
Das folgende „Shaving“ des BACs (siehe Abbildung 4.1.3.1) war notwendig, da eine 
Überexpression der Caspasen-12 und -4 vermieden werden sollte, da dies zur Beeinflussung 
der Ergebnisse der Versuche hätte führen könnte.  
Obwohl bereits gezeigt wurde, dass Vektorsequenzen nicht die Expression von Genen bei 
BAC-Transgenen zu beeinflussen scheinen (Kaufman, et al., 1999), wurde vor der 
Pronukleusinjektion das Vektorrückrat mit der Restriktionsendonuklease NotI entfernt (siehe 
Abbildung 4.1.4.1) und der finale BAC-Vektor schließlich aufgereinigt und dialysiert.  




5.3 Identifizierung von Casp1C284A-transgenen Tieren 
 
Normalerweise kommt es in 10 – 40 % der potenziellen Founder-Tiere (Nagy, et al., 2003) 
nach einer Pronukleusinjektion mit einem BAC-Vektor und folgendem Transfer in 
scheinschwangere Ammen zur Integration der Fremd-DNA zufällig ins Genom (Brinster, et al., 
1989). Leider konnte in einem ersten Versuch kein einziges positives Founder-Tier von 104 
potenziellen Foundern identifiziert werden. Es wurde vermutet, dass mglw. die BAC-DNA nicht 
ausreichend aufgereinigt gewesen ist, da die Mikroinjektion durch jegliche Kontaminationen, 
wie Phenol-, Ethanol- oder Enzymrückstände, stark beeinträchtigt werden und die Zygote 
schädigen kann. Auch der Umgang mit dem Embryo und den Empfängermäusen bedarf 
vollster Sorgfalt und auch die DNA-Konzentration und die Fähigkeiten der injizierenden Person 
können Einfluss auf die Anzahl von transgenen Tieren haben (Nagy, et al., 2003). Denn im 
Allgemeinen lysieren 20 – 30 % der Oozyten unmittelbar nach der Injektion durch mechanische 
Beschädigung. Im Durchschnitt entwickeln sich davon etwa 30 % und wiederum 20 % davon 
tragen das Transgen. Somit müssen selbst bei optimalen Versuchsbedingungen etwa 100 bis 
150 Zygoten injiziert werden, um sechs bis sieben Founder-Tiere zu generieren. Aus diesem 
Grunde wurde einfach erneut vorsichtig BAC-DNA vom Vektorrückrat separiert, aufgereinigt 
und dialysiert und nach einer zweiten Pronukleusinjektion konnten drei von 76 Tieren als 
potenzielle Founder identifiziert werden. Jedoch waren die Resultate der drei 
Genotypisierungs-PCRs nicht konstant (siehe Tabelle 4.1.5.1) und dies ließ auf eine 
mosaikartige Integration des Transgens schließen. Generell erfolgt die Integration der 
transgenen DNA alsbald nach der Mikroinjektion und vor der ersten Teilung. Jedoch ist in etwa 
20 bis 30 % der Foundertiere die Integration verzögert und Tiere mit mosaikartiger Expression 
des Transgens entstehen (Ellis, et al., 1997). Wenn diese mosaikartigen Founder-Tiere mit 
nicht transgenen Tieren verpaart werden, wird das Transgen mit weniger als 50 % vererbt 
(Nagy, et al., 2003). Tatsächlich konnte nach Verpaarung der Founder-Tiere 465 und 503 nur 
ein Tier mit stabil integriertem Transgen identifiziert werden (siehe Abbildung 4.1.5.2) und die 
Nachkommen dieses F1-Founders wurden dann für alle folgenden Untersuchungen 
verwendet.  
Nichtsdestotrotz ist es sehr untypisch, dass kein einziges Gründertier die transgene DNA stabil 
integrierte, da in der Regel zumindest 10 % positive Gründertiere erzeugt werden (Behringer, 
et al., 2013). Ein Grund für die stark herabgesetzte Integrationshäufigkeit könnte auch durch 
eine embryonale Letalität verursacht werden. Denn eine ubiquitäre Expression der Caspase-
1 mit zentraler Mutation C284A könnte durch verstärkte Interaktion mit RIP2 über CARD-
CARD-Interaktionen in embryonalem Gewebe zu einer Hyperinflammation führen. In in vitro 
Versuchen mit der humanen inaktiven Variante der Procaspase-1C285A und der murinen 
Variante der Procaspase-1C284A konnte bereits eine Interaktion mit RIP2 gezeigt werden 




(Lamkanfi, et al., 2004b) und auch die Varianten der Patienten konnten im Zellkulturmodell via 
CARD-CARD-Interaktion mit der Kinase RIP2 interagieren und so eine Aktivierung von NFκB 
auslösen (Heymann, et al., 2014). Außerdem fehlen im murinen Genom Inhibitoren für 
Caspase-1, die im humanen Genom wahrscheinlich durch Genduplikationen entstanden sind 
(da Cunha, et al., 2008). Diese drei CARD-onl“-Proteine COP, INCA und ICEBERG binden 
humane Procaspase-1 via der CARD-Domäne und verhindern somit die Rekrutierung der 
Caspase-1 zu dem Inflammasomen-Komplex und eine Aktivierung dieses (Druilhe, et al., 
2001). Da die Serine/Threonine-Kinase ebenfalls von Procaspase-1 durch ihre CARD-
Domäne gebunden wird, könnten die drei CARD-only-Proteine ebenfalls eine Inhibierung 
dieser Interaktion zur Folge haben und eine überschießende NFκB-Aktivierung im humanen 
System verhindert werden. In der Maus dagegen könnte genau diese NFκB-Aktivierung über 
RIP2 durch die fehlenden Caspase-1 Inhibitoren ein Abgehen des Embryos zur Folge haben. 
Diese Fragestellung sollte durch die spätere Konstruktion eines konditionalen Mausmodells 
geklärt werden (siehe 5.5 und 5.6).   
 
5.4 Funktionelle Analyse des Casp1C284A-BAC-Transgens 
 
Da in den transgenen Tieren Casp1C284A kein Phänotyp identifiziert werden konnte und auch 
eine basale Expression des Transgens fehlte, wurde vermutet, dass ein „Silencing“ der 
transgenen DNA vorlag. Beispielsweise könnte das integrierte Transgen Positionseffekten 
aufgrund von Heterochromatin (Wilson, et al., 1990) oder auch epigenetischen Einflüssen 
ausgesetzt sein und eine Expression verhindert werden. Das Vorliegen eines potenziell 
embryonal letalen Phänotyps wäre ebenfalls eine Erklärung für die ausschließlich mosaikartige 
Integration des Transgens und das Überleben des Gründertiers 465 und seiner Nachkommen.  
Bevor die Zellen der generierten transgenen Tiere in vitro stimuliert wurden, wurden die 
generierten Tiere mit Casp1 ko-Tieren verpaart, um auf der einen Seite die Analyse der Effekte 
der enzymatisch inaktiven Caspase-1 zu erleichtern und um auf der anderen Seite die 
genetische Situation in den Patienten besser widerzuspiegeln. Denn der Großteil der 
Caspase-1 Varianten in den Patienten sind heterozygot ausgeprägt (Luksch, et al., 2013) und 
es ist nur noch ein wt-Allel der Caspase-1 vorhanden. Bei der homozygoten Mutation 
R240Q/R240Q und der compound heterozygoten Mutation R240Q/K319R ist überhaupt kein 
wt-Allel von CASP1 verblieben. Die Casp1 ko-Tiere (Li, et al., 1995) wurden mit S129 ES-
Zellen generiert und da Casp1 und Casp11 (murines Homolog der humanen CASP4) zu nah 
beieinander lokalisiert sind um bei der Segregation getrennt zu werden (Kayagaki, et al., 2011), 
wurde auch der Casp11 ko bei der Rückkreuzung auf C57BL/6 mitgeführt, weshalb diese Tiere 
schließlich Casp1/11 ko-Tiere sind. Die Casp1/11 ko-Mäuse waren resistent gegenüber einem 
Endotoxinschock (Li, et al., 1995), jedoch konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt eher 




abhängig von der Caspse-11 ist (Kayagaki, et al., 2011). In einer weiteren Veröffentlichung 
wurden Casp11 ko-Tiere als Endotoxinschock resistent beschrieben (Wang, et al., 1998). 
Dieser Aspekt wurde jedoch erst während der Durchführung der mit dieser Arbeit zugehörigen 
Experimente bekannt (Broz, et al., 2012) und die reinen Casp1 ko-Tiere (Case, et al., 2013b) 
auf einem C57BL/6 Hintergrund waren erst zu einem späteren Zeitpunkt verfügbar. Somit 
müssen die mit den Casp1C284A-BAC-Transgens generierten Ergebnisse vorsichtig interpretiert 
werden und zeitnah mit den Mäusen wiederholt werden, die nur einen Einzel-ko der Caspase-
1 besitzen.  
Zunächst wurde durch Gabe von LPS versucht eine Expression des Transgens in BMDCs zu 
induzieren (siehe 4.2.1). DCs sind neben Makrophagen und Monozyten darauf spezialisiert 
bakterielle und virale Komponenten über PRRs zu erkennen. Außerdem können unter 
anderem über Inflammasomenaktivierung oder auch andere zelluläre Signalwege pro-
inflammatorischen Zytokine wie Il-1ß, IL-18, TNF-α und IL-6 sezerniert werden und so zur 
Immunabwehr beitragen (Franchi, et al., 2010). Somit können diese Zellen der Tiere zur in 
vitro Stimulation mit LPS herangezogen werden. LPS führt über TLR4 zur Aktivierung des 
Inflammasoms und folgend auch zur Aktivierung der Caspase-1 (Creagh, et al., 2003). 
Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass LPS allein nicht zu einer Aktivierung von 
Caspase-1 und IL-1ß-Prozessierung führt (Martinon, et al., 2004). Aber bei der Verwendung 
von LPS-EB, welches noch andere bakterielle Bestandteile wie Peptidoglykane oder MDP 
enthalten kann, konnte eine Aktivierung unabhängig von TLRs detektiert werden. 
Weiterführend wurde gezeigt, dass solch eine Caspase-1 Aktivierung unabhängig von TLRs 
via NLRP3 erfolgen kann (Kanneganti, et al., 2007). In einer anderen Studie wurde ein 
Signalweg von LPS unabhängig von TLRs aufgezeigt, bei dem in Mausmakrophagen LPS mit 
Caspase-11 interagieren kann, diese aktiviert und somit schließlich ebenfalls zur Aktivierung 
von Caspase-1 über den sog. non-canonical Weg führt (Yang, et al., 2015).  
Tatsächlich konnte eine Expression des Transgens sowohl auf RNA-Ebene, als auch auf 
Protein-Ebene nach LPS-Stimulation induziert werden (siehe Abbildung 4.2.1.1). Ebenfalls war 
eine Tendenz im Anstieg der proinflammatorischen Zytokine Il-6 und TNF-α in BMDCs von 
transgenen Tieren Casp1C284A TG gegenüber BMDCs von Casp1/11 wt/ko Tieren zu 
verzeichnen. Dies deutet darauf hin, dass die Caspase-1 unabhängig von deren 
enzymatischer Aktivität zur Entstehung eines entzündlichen Phänotyps beitragen könnte. 
Durch die Reduzierung der enzymatischen Aktivität der Caspase-1, wie in den Patienten mit 
Caspase-1 Varianten (Luksch, et al., 2013) oder bei gänzlichem Verlust der Enzymaktivität, 
wie im Falle der Caspase-1C284A, folgt eine verzögerte oder fehlende Autoprozessierung. Somit 
wird die CARD-Domäne von dem Procaspase-1 Zymogen vermindert abgespalten. Eine 
Steigerung der CARD/CARD-Interaktion von Procaspase-1 und der Kinase RIP2 wird dadurch 
ermöglicht und führt zu einer erhöhten Aktvierung von NFκB (Heymann, et al., 2014). Dieser 




molekulare Mechanismus könnte bei den Patienten mit Caspase-1 Varianten die 
wiederkehrenden Fieberepisoden induzieren oder zumindest zur Manifestation des auto-
inflammatorischen Phänotyps von „ICE-Fieber“ beitragen. 
Zur Klärung dieser Hypothese wurde in den Mäusen nachfolgend ein septischer Schock mittels 
LPS induziert. So ist bekannt, dass bei Mäusen und anderen Tieren typische Anzeichen eines 
Schocksyndroms durch LPS ausgelöst werden können (Dinarello, et al., 1993), ähnlich zu 
einer humanen Störung des natürlichen Immunsystems (SIRS). Dabei kann durch LPS eine 
systemische Entzündungsreaktion ausgelöst werden, bei der es zu einer lebensbedrohlichen 
Störung der Vitalfunktionen des Körpers und zum Organversagen kommen kann. In Mäusen 
kommt es jedoch im Gegensatz zum Menschen zu einem Temperaturabfall der 
Körpertemperatur und nicht zur Induktion von Fieber. 
Den Tieren wurde jeweils intraperitoneal eine subletale Dosis LPS injiziert, um auf der einen 
Seite das Überleben der Mäuse über einen Zeitraum von 18 h zu gewährleisten und auf der 
anderen Seite eine ausreichend starke Inflammation mit einhergehender Sekretion 
proinflammatorischer Zytokine zu induzieren (Joshi, et al., 2002). In den C57BL/6-
Kontrolltieren wurde dabei eine langanhaltende Entzündungsreaktion ausgelöst, bei der nach 
18 h ein sehr starker Temperaturabfall um etwa 7 °C gegenüber den Casp1/11 wt/ko-Tieren 
gemessen werden konnte. Auch die Level der proinflammatorischen Zytokine TNF-α und IL-6 
waren jeweils stark erhöht. Im Gegensatz dazu hatte die periphere Körpertemperatur der 
heterozygoten Casp1/11 wt/ko-Tiere nach 18 h bereits das Normallevel erreicht. Dies passt zu 
den Ergebnissen von Vorversuchen, in denen bereits nach 1h, 2h , 4h und 10 h ein jeweils 
sehr viel geringerer Temperaturabfall im Vergleich zu den C57BL/6-Kontrolltieren gemessen 
wurde (Ergebnisse nicht dargestellt). Diese Resultate sind konsistent mit Ergebnissen aus den 
90iger Jahren (Li, et al., 1995), bei denen sich eine Resistenz der Casp1/11 Doppel-ko-Tiere 
gegenüber hohen Dosen i.p. injizierten LPS zeigte. Später wurde dann nachgewiesen, dass 
dieses Phänomen eher durch den Casp11 ko in den Tieren ausgelöst wird (Kayagaki, et al., 
2011). Auch die sehr geringen Serumkonzentrationen der proinflammatorischen Zytokine 
TNF-α und IL-6 in diesen Tieren können dadurch erklärt werden.  
In dieser Arbeit wurde nun aber erstmals im Mausmodell gezeigt, dass eine zusätzliche 
Casp1C284A-Variante in den Casp1/11 wt/ko-Tieren zu einem signifikant erhöhten Abfall der 
peripheren Körpertemperatur und einem signifikanten Anstieg der TNF-α und IL-6 
Serumkonzentration führt. Dies ist besonders interessant, da die Casp1C284A-Variante 
enzymdefizient ist und somit nicht durch die Aktivierung von pro-IL1ß und pro-IL18 zu einer 
proinflammatorischen Reaktion beiträgt. Diese Ergebnisse bestätigen die vorangegangenen 
humanen in vitro Versuche in unserem Labor (Heymann, et al., 2014). Auch im Mausmodell 
könnte eine erhöhte NFκB-Aktivierung aufgrund der bereits zuvor beschriebenen Interaktion 
der CARD-Domäne von RIP2 und der CARD-Domäne der Casp1-Variante ausgelöst werden. 




Um nun im Folgenden zu klären, ob diese NFκB-Aktivierung durch Fehlen der Inhibitoren für 
Caspase-1 im murinen System zu einer embryonalen Letalität führen konnte, wurde ein 
konditionales Mausmodell R26_Casp1C284A generiert. Um mögliche Positionseffekte besser 
bewerten zu können, müsste für weitere Untersuchungen der transgenen Tiere in einem 
nächsten Schritt außerdem der Integrationsort bestimmt werden.  
 
5.5 Konstruktion des konditionalen Mausmodells R26_Casp1C284A 
 
In dem konditionalen Mausmodell R26_Casp1C284A sollte die Sequenz von Casp1 mit der 
spezifischen Punktmutation C284A in den Rosa26-Lokus integriert werden. Rosa26 ist im 
embryonalen und adulten Gewebe ubiquitär exprimiert (Friedrich and Soriano, 1991) und ist 
auch dadurch die in der Maus am häufigsten verwendete Integrationsstelle für ki-Mausmodelle 
(Friedrich and Soriano, 1991; Nyabi, et al., 2009; Srinivas, et al., 2001). Für die Klonierung 
wurde ein cDNA-Klon verwendet, da unter anderem aufgrund der geringen Größe 
konventionelle Klonierungsmethoden zum Einsatz kommen konnten und somit die 
Generierung des Mausmodells massiv erleichtert wurde. Nachdem der Flag-Tag mittels PCR-
Reaktion und die Punktmutation durch Basen-spezifische Mutation in die Sequenz inseriert 
wurde, erfolgte die Integration in einen Targetingvektor, der sowohl Homologieregionen für 
den Rosa26-Lokus beinhaltete als auch einen CAG-Promotor. Es wurde dieser starke 
synthetische Promotor (Niwa, et al., 1991) aufgrund dessen ausgewählt, dass die genaue 
Lokalisation des endogenen Promotors von Casp1 nicht bekannt ist und der CAG-Promotor 
bereits in vielen Versuchsmodellen mit Säugern verwendet wurde (Alexopoulou, et al., 2008; 
Okabe, et al., 1997). Da nicht abzuschätzen war, welchen Einfluss die verwendeten artifiziellen 
Sequenzen des CAG-Promotors und des Flag-Tags auf die Expression des rekombinanten 
Proteins und somit auch auf die Ergebnisse der folgenden Versuche haben werden, wurde 
zusätzlich eine konditionale Kontrollmaus generiert. Das Targetingkonstrukt R26_Casp1 für 
die Kontrollmaus hatte keine Punktmutation C284A in der Sequenz von Casp1, glich aber 
ansonsten dem des konditionalen Konstrukts R26_Casp1C284A. 
Zwischen dem Promotor und der integrierten Sequenz war eine gefloxte neo-Stopp-Kassette 
vorhanden, die eine spätere Expression von Casp1C284A erst nach Expression der Cre-
Rekombinase ermöglichte. Die mit diesem Konstrukt elektroporierten ES-Zellen konnten nach 
G418 Selektion zunächst durch eine PCR über den 5´Homologiebereich des Rosa26-Lokus 
gescreent werden (siehe Abbildung 4.3.2.1), da es neben der Integration am spezifischen 
Genort zu einer 1000fach gesteigerten zufälligen Integration des Konstrukts kommen kann 
(Hall, et al., 2009). In einem weiteren Schritt musste getestet werden, ob nicht nur die 
Integration am Genort erfolgreich war, sondern auch ob „Gene arrangement“-Ereignisse 
während der homologen Rekombination im Genom stattgefunden haben. Hierfür wurde der 




Southern-Blot herangezogen, bei dem durch Restriktion der genomischen DNA und 
anschließender Detektion mit spezifischen Sonden die korrekte Integration der Konstrukte 
R26_Casp1C284A und R26_Casp1 anhand des Vorhandenseins und der Größe von 
spezifischen Banden nachgewiesen werden konnte. In den positiv gescreenten ES-Zellen 
konnte sowohl eine wt-Bande als auch eine weitere Bande, die spezifisch nach erfolgter 
homologer Rekombination zu erwarten war, detektiert werden (siehe Abbildung 4.3.2.2 und 
Abbildung 4.3.2.3).  
Nach erfolgreicher Mikroinjektion des Konstrukts R26_Casp1C284A in C57BL/6 Blastozysten 
und anschließendem Transfer in Empfängertiere konnten alle 5 geborenen Chimäre mit 
brauner Fellfarbe positiv genotypisiert werden. Nach Verpaarung mit C57BL/6-Tieren konnte 
ein Keimbahnchimär identifiziert werden, bei dem die veränderten ES-Zell-Klone zur 
Keimbahnentwicklung beitrugen und dadurch in der F1-Generation sowohl genetisch 
veränderte Tiere mit dem ki R26_Casp1C284A als auch wt-Tiere identifiziert werden konnten. 
Für die Kontrolltiere konnten zu einem späteren Zeitpunkt ebenso Keimbahnchimäre 
identifiziert werden.  
 
5.6 Aktivierung des ki-Mausmodells R26_Casp1C284A durch Cre-
mediierte Rekombination in vivo 
 
Da bei der Generierung des transgenen Konstrukts nur ein Foundertier mit fehlender basaler 
Expression generiert werden konnte, wurde vermutet, dass mglw. durch die Expression einer 
mutierten Caspase-1 und deren fehlender enzymatischen Aktivität vermehrt 
Procaspase-1C284A-Moleküle in der Zelle vorhanden sind, die über CARD-CARD-Interaktion 
mit der Kinase RIP2 vermehrt interagieren. Dies wurde bereits sowohl im humanen als auch 
im murinen Zellkultursystem gezeigt (siehe 5.3). Die drei CARD-only-Proteine beim Menschen 
könnten bei den Patienten mit Varianten der Caspase-1 eine überschießende NFκB-
Aktivierung verhindern. Da diese jedoch im murinen System fehlen, könnte eine gesteigerte 
Interaktion mit RIP2 nicht inhibiert werden und dadurch im embryonalen Gewebe zu einer 
Hyperinflammation führen und eine Letalität vermitteln. Um diese Vermutung mittels des 
konditionalen ki-Mausmodells R26_Casp1C284A zu untersuchen, wurde in einem nächsten 
Schritt die Expression des „knock-ins“ durch die Expression der Cre-Rekombinase induziert, 
wodurch eine Exzision der gefloxten neo-Stopp-Kassette erfolgte. Hierfür wurden die ki-Tiere 
R26_Casp1C284A mit PGK-Cre-Tieren verpaart. Um eine ungewollte Exzision der neo-Stopp-
Kassette in allen Embryos im Mutterleib unabhängig des jeweiligen Genotyps zu vermeiden 
(Lallemand, et al., 1998), wurden ausschließlich männliche PGK-Cre-Tiere verwendet. Die 
Analyse der Verteilung des ki-Mausmodells zeigte, dass eine Normalverteilung nach 




Mendelschen Regeln vorlag (siehe Tabelle 4.3.4.1). Außerdem konnte bei diesen Tieren 
ebenso wie bei den transgenen Tieren kein offensichtlicher Phänotyp festgestellt werden.  
Um jedoch eine mögliche embryonale Letalität, ausgelöst durch die Expression einer 
enzymdefizienten Variante von Caspase-1, gänzlich auszuschließen, wurde weiterführend die 
Expression sowohl auf Transkriptions- und Proteinebene in den Tieren mit deletierter neo-
Stopp-Kassette überprüft. In den verschiedenen Organen wie der Leber, der Haut und den 
Lymphknoten konnte eine massive Steigerung der transkriptionellen Expression der mutierten 
Caspase-1C284A beobachtet werden (siehe Abbildung 4.3.4.1). Auch in kultivierten BMDCs 
konnte eine Steigerung der Expression auf Transkriptionsebene in den ki-Tieren nach Exzision 
der neo-Stopp-Kassette detektiert werden. Nach Stimulation der BMDCs mit LPS wurde die 
Expression noch um ein Vielfaches gesteigert (siehe Abbildung 4.3.4.2). Außerdem konnte die 
enzymdefiziente Variante der Caspase-1 auch auf Proteinebene durch den integrierten Flag-
Tag nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.3.4.3). Somit konnte schließlich die Vermutung 
über eine embryonale Letalität verworfen werden und der Grund für die geringe Anzahl an 
Foundertieren und mosaikartige Expression muss wohl eher in der methodischen 
Durchführung gesucht werden.  
 
5.7 Funktionelle Analyse des ki-Mausmodells R26_Casp1C284A 
 
Die Ergebnisse der Versuche mit dem Casp1C284A-BAC-Transgen zeigten, dass durch 
Applikation des proinflammatorischen Agens LPS in vitro in BMDCs eine Expression des 
Transgens und eine Steigerung von proinflammatorischen Zytokinen detektiert werden konnte. 
Ebenso konnte in vivo ein entzündlicher Phänotyp in den genetisch veränderten Tieren 
induziert werden. Nach Ausschluss einer embryonalen Letalität der Versuchstiere, vermittelt 
durch eine enzymdefiziente Caspase-1, sollte weiterführend mit Hilfe des konditionalen ki-
Mausmodells R26_Casp1C284A ein Beitrag der Caspase-1 zu einem entzündlichen Phänotyp 
unabhängig von deren enzymatischer Aktivität bestätigt werden. Hierfür wurden die 
generierten R26_Casp1C284-Tiere zunächst mit Casp1 ko-Tieren verpaart. Zu diesem 
Zeitpunkt waren auch die reinen Casp1 ko-Tiere (Case, et al., 2013b), die keinen zusätzlichen 
Casp11 ko trugen (siehe 5.4), verfügbar und konnten für die Versuche herangezogen werden. 
Dies war ein weiterer wichtiger Faktor, denn dadurch konnte auch ein eventueller Einfluss der 
vorangegangenen Ergebnisse durch den zusätzlichen Casp11 ko überprüft werden. 
Außerdem konnte durch diese Verpaarung die genetische Situation der Patienten besser 
nachgestellt werden. Denn in den Patienten ist entweder nur eine Kopie der WT Caspase-1 
vorhanden oder sie fehlt völlig (Luksch, et al., 2013). Deshalb wurden alle Versuche mit Tieren 
durchgeführt, die einen heterozygoten oder einen homozygoten Casp1 ko Hintergrund 
besaßen.  




In den Tieren wurde erneut ein septischer Schock (siehe 4.3.5) in einer subletalen Dosis LPS 
induziert, der ein Überleben der Tiere über den Versuchszeitraum gewährleistete, aber 
gleichzeitig eine proinflammatorische Reaktion in den Tieren auslöste. Die C57BL/6 
Kontrolltiere zeigten erneut eine schockähnliche Starre nach Applikation von LPS und  einen 
sehr starken Temperaturabfall um mehr als 10 °C (siehe Abbildung 4.3.5.1). Beim Vorliegen 
nur noch eines Casp1 WT Allels wurde ein sehr viel geringerer Temperaturabfall verzeichnet 
und in den homozygoten Casp1 ko-Tieren mit kompletten Caspase-1 Verlust konnte gar keine 
Veränderung der peripheren Körpertemperatur über den Zeitraum von 18 h festgestellt 
werden. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass nicht nur die Casp1/11 ko-Tiere resistent 
gegenüber einem Endotoxinschock sind (Li, et al., 1995), sondern auch die hier verwendeten 
Casp1 ko-Tiere, zumindest bei der Stimulation mit der in dieser Arbeit verendeten subletalen 
Dosis LPS. Möglicherweise ist diese Resistenz gegenüber subletalen Dosen LPS in den 
Mäusen mit Casp1/11 ko nicht hauptsächlich der Caspase-11 zuzuschreiben, sondern doch 
entscheidend abhängig von Caspase-1 und nur bei letalen Dosen von LPS (Kayagaki, et al., 
2011) schützt ausschließlich ein ko für Casp11. Um darüber eine gesicherte Aussage treffen 
zu können, müssten in weiteren Versuchen unterschiedliche Dosen LPS injiziert werden und 
zusätzlich Mäuse ausschließlich mit Casp11 ko untersucht werden.  
Aus den Ergebnissen der in vivo-Stimulation mit den ki-Mäusen (siehe 4.3.5) kann man 
vergleichend mit den Versuchen mit dem BAC-Transgen außerdem sehen, dass die Tiere, die 
die enzymdefiziente Variante von Casp1 auf Proteinebene exprimieren, einen sehr viel 
stärkeren Temperaturabfall der peripheren Körpertemperatur nach Stimulation mit LPS 
aufwiesen, als die Kontrolltiere mit einem Casp1 ko. Beim Vorliegen zweier mutierter Casp1-
Allele wurde diese Tendenz sogar noch verstärkt (siehe Abbildung 4.3.5.1). Die geringste 
periphere Körpertemperatur wurde bei allen Tieren 10 h nach der Stimulation gemessen, 
danach stieg sie langsam wieder an. Auch im Falle der R26_Casp1C284A –Tiere mit einem 
homozygoten Casp1 ko-Hintergrund konnte eine Verstärkung des Temperaturabfalls nach 
LPS Applikation detektiert werden, auch wenn in einem geringerem Maße als in den 
R26_Casp1C284A –Tieren mit heterozygotem Casp1 ko-Hintergrund. Dies könnte durch die 
fehlende systemische proinflammatorische Reaktion aufgrund der komplett fehlenden Wildtyp 
Caspase-1 hervorgerufen werden. Dadurch könnte auch der proinflammatorische Effekt der 
mutierten Caspase-1 via NFκB abgeschwächt sein. Dies zeigen auch die Daten der 
proinflammatorischen Zytokine, die bei den Tieren mit Casp1 Doppel-ko so niedrig waren, 
dass sie nahe an der analytischen Nachweisgrenze lagen. In den R26_Casp1C284A-Tieren mit 
einem Casp1 Einzel-ko konnte zum Zeitpunkt des maximalen Temperaturabfalls (nach 11 h) 
eine massiv erhöhte TNF-α-Konzentration detektiert werden und auch noch nach 18 h eine 
sehr viel stärkere Zytokinkonzentration. Außerdem wurde in den Tieren mit 2 Kopien 
Casp1C284A eine sehr viel höhere TNF-α-Konzentration gemessen, als in Tieren mit nur einer 




Kopie. Dies unterstützt die Hypothese, dass eine enzymdefiziente Variante der Caspase-1 zu 
einem entzündlichen Phänotyp beitragen kann. Auch die gemessenen IL-6 Werte waren in 
den R26_Casp1C284A-Tieren im Vergleich zu den heterozygoten Casp1 ko-Tieren nach 11 h 
massiv erhöht. Im Falle von IL-6 konnte jedoch kein Unterschied zwischen einem Allel und 
zwei Allelen der mutierten Caspase- 1 gefunden werden.  
Die bei den beschriebenen ersten Versuchen verwendete Zahl an R26_Casp1C284A ki-Tieren 
war noch relativ gering. Ebenso sollte die generierte Kontrollmaus R26_Casp1 zum 
eindeutigen Interpretieren der Ergebnisse mitgeführt werden. Deshalb wurden die Versuche 
mit einer höheren Anzahl von Tieren je Genotyp inklusive der Kontrollmaus zu einem späteren 
Zeitpunkt in unserer Arbeitsgruppe wiederholt. Dabei konnten die vorliegenden Ergebnisse 
bestätigt und untermauert werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Außerdem wurde mit Hilfe 
der bahnbrechenden Methode von CRISPR/Cas9 zeitgleich ein Mausmodell generiert, bei 
dem Casp1C284A ohne jegliche artifizielle Sequenzen in den endogenen Lokus integriert wurde 
und das dadurch das optimale Mausmodell für die Erforschung der molekularen Mechanismen 
bei den Patienten mit Varianten von Caspase-1 darstellt. Jedoch war die Züchtung der Tiere 
noch nicht so weit vorangeschritten, dass sie in Versuchen verwendet werden konnten.  
 
Durch die vorliegenden funktionellen Daten sowohl des Casp1C284A-BAC-Transgens als auch 
des R26_Casp1C284A „knock-ins“ konnte gezeigt werden, dass die Caspase-1 unabhängig von 
deren enzymatischer Aktivität einen entzündlichen Phänotyp mit Abfall der peripheren 
Temperatur und der Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-α und IL-6 
induzieren kann. Möglicherweise führt der vollständige Verlust der Enzymaktivität der 
Caspase-1, wie in den in dieser Arbeit generierten Mausmodellen, oder im Falle der Patienten 
mit Varianten der Caspase-1 mit einer reduzierten enzymatischen Aktivität, zu einer fehlenden 
oder verminderten Autoprozessierung des Zymogens. Dies würde mit einer verminderten oder 
fehlenden Abspaltung der CARD-Domäne einhergehen und dadurch könnte die Procaspase-1 
verstärkt via CARD/CARD-Interaktion an die Kinase RIP2 binden. Dies würde weiterführend 
zu einer Erhöhung der NFκB-Konzentration führen und schließlich einen proinflammatorischen 
Phänotyp induzieren. Im Zellkultursystem konnte dies bereits bestätigt werden (Heymann, et 
al., 2014). Im Falle der Patienten könnten diese molekularen Mechanismen durch eine 
Infektion mit verschiedenen Bakterien oder Viren ausgelöst werden und verschiedenen 
Symptome des „ICE-Fiebers“ erklären. Jedoch bedarf es zur Bestätigung der Eignung dieses 
Mausmodells für „ICE-Fieber“ weitere Versuche, in denen gezeigt werden müsste, dass die 
induzierte proinflammatorische Reaktion in den Mäusen von der Bindung zu der Kinase RIP2 
mit einhergehender Steigerung von NFκB abhängig ist. Dies könnte zum Beispiel durch 
Immunpräzipitations- und Westernblotmethoden erfolgen. Zudem liefern die in dieser Arbeit 
generierten und charakterisierten Mäuse die Grundlage für eine Verpaarung mit RIP2 ko-




Mäusen (Hall, et al., 2008). Anhand der erzeugten Tiere könnte nachfolgend überprüft werden, 
ob der proinflammatorische Phänotyp nach Stimulation mit LPS aufgehoben wird. Dies würde 
einen weiteren enorm wichtigen Schritt für die in vivo Verifizierung des aufgestellten 
Pathogenese-Modells darstellen.  
  
5.8 Relevanz eines Mausmodells für den Patienten 
 
Die Patienten mit „ICE-Fieber“ leiden an rekurrierenden Fieberschüben und Hautausschlägen, 
welche typische Symptome für autoinflammatorische Erkrankungen darstellen (Goldbach-
Mansky and Kastner, 2009). Diesen Erkrankungen liegt zumeist eine Fehlregulation der 
Signalkaskade während der Inflammasomaktivierung zugrunde, bei der die aktivierte 
Caspase-1 die proinflammatorischen Zytokine Pro-IL-1ß und Pro-IL18 in ihre aktiven Formen 
überführt (Ghayur, et al., 1997; Gu, et al., 1997; Thornberry, et al., 1992). Jedoch besitzen die 
Patienten mit Varianten der Procaspase-1 keine oder eine verminderte enzymatische Aktivität 
dieses Zymogens und zeigen eine signifikant verminderte Sekretion von IL-1ß (Luksch, et al., 
2013). Diese Tatsache stellt einen Widerspruch dar, da die Patienten durch die Absenkung 
der Enzymaktivität eigentlich weniger anfällig für eine Autoinflammation sein sollten. In bereits 
veröffentlichen Publikationen (Heymann, et al., 2014; Luksch, et al., 2013) konnte gezeigt 
werden, dass höchstwahrscheinlich die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB über die 
Kinase RIP2 für die Pathogenese der Fieberschübe und Hautausschläge dieser Patienten 
mitverantwortlich ist.  
Neben diesen aufgezeigten molekularen Interaktionen gibt es aber auch einige andere 
Faktoren, die zu den Symptomen der Patienten mit ICE-Fieber beitragen könnten. Zwar 
wurden in den Patienten krankheitsauslösende Mutationen für Gene ausgeschlossen, die mit 
anderen autoinflammatorischen Erkrankungen assoziiert sind, jedoch könnten weitere 
unerkannte Mutationen vorliegen. Somit könnten auch Veränderungen in anderen Proteinen, 
die mit Caspase-1 interagieren, oder zumindest in irgendeiner Art Einfluss auf dieses Zymogen 
haben, zum Phänotyp der Patienten führen. Weiterhin ist noch ungeklärt, warum die gleiche 
genetische Variante von CASP1 bei einigen Familienmitgliedern der Patienten zu keinen oder 
nur zu schwachen Symptomen führt. Dies könnte wiederum durch Mutationen in anderen 
Genen erklärt werden oder es könnte eine differenzielle Expression der beiden Allele von 
CASP1 vorliegen. Dies wird für 0,5 % bis 15 % aller Gene angenommen (Eckersley-Maslin 
and Spector, 2014). Dadurch könnte eine gesteigerte Expression der enzymdefizienten oder -
verminderten Variante der Procaspase-1 im Vergleich zur Wildtyp-Form einen molekularen 
Effekt verstärken oder erst zur Auslösung des entzündlichen Phänotyps in den Patienten 
führen.  




Trotz dieser ungeklärten Einflussfaktoren der Krankheit könnten die in dieser Arbeit 
generierten Mausmodelle in weiteren Studien klären, ob die entzündlichen Symptome in der 
Maus und auch im Patienten durch eine gesteigerte NFκB-Aktivität beeinflusst werden. Dann 
könnte für die Patienten eine Medikation entwickelt werden, bei der gezielt die Kinase RIP2 
inhibiert wird, während in den Zellen der Patienten weiterhin eine Aktivierung von NFκB (Wertz 
and Dixit, 2010) möglich ist, da NFκB einen der wichtigsten zellulären Transkriptionsfaktoren 
darstellt, um beispielsweise angemessen auf Gefahrensignale reagieren zu können. Des 
Weiteren könnten mögliche Nebenwirkungen minimiert werden, die bei einer vollständigen 
Medikation gegen NFκB auftreten. Hinzu kommt, dass die Erforschung der molekularen 
Interaktionen im Patienten relativ schwierig ist, da neben der Bereitstellung von 
Patientenmaterial die sehr heterogene Medikation der Patienten einen Vergleich zwischen 
diesen eher schwierig macht und Versuche beeinflusst werden könnten. Somit stellen die 
generierten Mausmodelle wertvolle Hilfsmittel dar, um die zugrundeliegenden molekularen 


















Hintergrund: Autoinflammatorische Syndrome zählen zu den seltenen heriditären 
Erkrankungen, bei denen eine Dysregulation des angeborenen Immunsystems vorliegt. Dabei 
spielen die sogenannten Inflammasome eine Schlüsselrolle, denn diese Multiproteinkomplexe 
können Gefahrensignale im Organismus erkennen und als Schlüsselregulatoren des 
angeborenen und adaptiven Immunssystems proinflammatorische Zytokine oder Pyroptose 
induzieren. Zu den häufigsten Symptomen zählen entsprechend intermittierende 
Fieberschübe, Hautausschläge sowie eine Erhöhung der Akut-Phasen-Proteine. Im 
Gegensatz zu den klassischen Autoimmunerkrankungen lassen sich jedoch weder 
autoantigenspezifische T-Zellen noch Autoantikörper nachweisen. Das Zymogen Caspase-1 
nimmt als Bestandteil des Inflammasoms eine zentrale Rolle bei der Pathogenese von 
autoinflammatorischen Syndromen ein. Es liegt zunächst inaktiv als Procaspase-1 in den 
Zellen vor und kann nach Aktivierung im Inflammasomenkomplex die proinflammatorischen 
Zytokine Il-1ß und Il-18 mittels enzymatischer Aktivität wiederum in ihre aktiven Formen 
überführen. In den letzten Jahren wurden bei Patienten mit unklaren wiederkehrenden 
Fieberepisoden genetische Varianten des für die Procaspase-1 codierenden Gens CASP1 
gefunden. In funktionellen Analysen wurde überraschenderweise eine Verminderung oder 
fehlende enzymatische Aktivität des Enzyms festgestellt. Diese abgesenkte enzymatische 
Aktivität schien zunächst paradox, denn normalerweise sollte dies z. B. als immunologische 
Reaktion auf Gefahrensignale für den menschlichen Organismus zu einer verminderten oder 
sogar zum gänzlichen Fehlen von Entzündungsreaktionen wie Fieber oder Hautausschlägen 
führen. Jedoch ist die Procaspase-1 auch in vielen anderen zellulären Mechanismen, wie 
beispielsweise bei Reparaturmechanismen nach Zellmembranschäden, bei der 
unkonventionellen Proteinfreisetzung oder aber der Ubiquitinierung involviert. Auch eine 
Aktivierung des proinflammatorischen Moleküls NFκB konnte bereits gezeigt werden. In 
verschiedenen weiterführenden in vitro-Untersuchungen konnte dann gezeigt werden, dass 
die Procaspase-1 Varianten aus den Patienten über eine verstärkte Interaktion mit der Kinase 
RIP2 zu einer vermehrten Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB führten. Diese 
Erkenntnisse legen nahe, dass dieser zelluläre Mechanismus zu der Symptomatik der 
Patienten beiträgt, da NFκB regulatorisch an der Expression vieler proinflammatorischer Gene 
beteiligt ist. 
  
Fragestellung: Um die Auswirkungen von genetischen Varianten für CASP1 in vivo 
analysieren zu können, sollte in dieser Arbeit ein Tiermodell generiert werden. Dadurch 
könnten die zugrundeliegenden Pathomechanismen der an „ICE-Fieber“ leidenden Patienten 




in einem gesamten Organismus aufgeklärt werden, da die Untersuchung von 
Patientenmaterial nur sehr eingeschränkt möglich ist. Ein Mausmodell stellt eine der besten 
Alternativen zur Analyse von Primärmaterial dar, da die Immunsysteme von Maus und Mensch 
sehr ähnlich sind.  
 
Material und Methoden: Für die Generierung eines transgenen Mausmodells wurde zunächst 
ein geeigneter BAC ausgewählt und verifiziert. Anschließend erfolgte die entsprechende 
Klonierung des Casp1C284A-BAC-Transgens mittels homologer Rekombination. Das fertige 
Konstrukt wurde danach durch Pronukleusinjektion in das murine Genom eingeführt und die 
transgenen Gründertiere und Folgegenerationen genotypisiert. Für die Charakterisierung der 
transgenen Casp1C284A-Tiere wurden zunächst BMDCs in vitro mit LPS stimuliert und folgend 
die Zellen für eine Expressionsanalyse mittels Western-Blot und eine Zytokinbestimmung 
mittels CBA-Assay herangezogen. Anschließend erfolgte ebenfalls eine LPS-Stimulation der 
transgenen Casp1C284A-Tiere in vivo. Dabei wurde der Abfall der peripheren Körpertemperatur 
dokumentiert und nachfolgend die Expression der Procaspase-1 und die Freisetzung 
proinflammatorischer Zytokine in unterschiedlichen Geweben untersucht. Weiterhin wurde in 
dieser Arbeit ein konditionales Mausmodells R26_Casp1C284A generiert. Nach Konstruktion des 
entsprechenden Vektors erfolgte die Elektroporation der ES-Zellen und danach wurden 
positive ES-Zellen mittels PCR und Southern-Blot identifiziert. Die erzeugten Chimäre konnten 
folgend genotypisiert und charakterisiert werden. Eine LPS-Stimulation mit entsprechender 
Analyse von BMDCs in vitro und der generierten konditionalen R26_Casp1C284A-Tiere in vivo 
erfolgte analog zu der Stimulation der transgenen Tiere.  
 
Ergebnisse: Um die natürliche Expression und Regulation der Procaspase-1 im Mausmodell 
zu gewährleisten, wurde für die Generierung ein BAC-Transgen verwendet. Mittels homologer 
Rekombination wurde die künstliche Variante C284A von Casp1 inseriert. Diese führt zu einer 
Zerstörung des enzymatischen Zentrums der Caspase-1 und zum vollständigen Verlust der 
enzymatischen Aktivität. Nach zwei Pronukleusinjektionen konnten lediglich drei Gründertiere 
mit mosaikartiger Expression des zufällig im Genom integrierten Transgens Casp1C284A und in 
der F1-Generation nur ein Tier mit stabil integriertem Transgen identifiziert werden. Die 
Nachkommen dieses transgenen Tieres zeigten keine basale Expression von Casp1C284A, 
jedoch konnte nach Stimulation von BMDCs mit LPS in vitro die Expression sowohl auf RNA- 
wie auch auf Proteinebene nachgewiesen werden. Ebenfalls eine erhöhte Sekretion der 
proinflammatorischen Zytokine TNF-α und IL-6 wurde in den Zellen der transgenen Tiere 
detektiert. Gleichfalls konnte nach Stimulation mit LPS in vivo eine gesteigerte 
Entzündungsreaktion in den Tieren mit Casp1C284A gezeigt werden, da ein stärkerer und länger 




anhaltender Abfall der peripheren Körpertemperatur und außerdem eine gesteigerte Sekretion 
von TNF-α und IL-6 zu verzeichnen war.  
Eine gesteigerte Inflammation des fetalen Gewebes, ausgelöst durch die integrierte künstliche 
Variante der Procaspase-1, könnte die Frage nach der geringen Anzahl der generierten 
Gründertiere beantworten. Hierfür wurde weiterführend eine Maus mit einem konditionalen 
Casp1C284A-Konstrukts generiert, welches zusätzlich eine zeit- als auch zelltyp-spezifische 
Expression der Procaspase-1 mit zentraler Mutation ermöglicht. Nach erfolgreichem 
Screening der ES-Zellen konnten diese in Blastozysten mikroinjiziert und Chimäre identifiziert 
werden. Eine embryonale Letalität des transgenen Konstrukts konnte durch die Verpaarung 
der ki-Tiere R26_Casp1C284A mit PGK-Cre-Tieren, die Cre-Rekombinase ubiquitär 
exprimieren, nahezu ausgeschlossen werden, da die Nachkommen alle lebensfähig waren 
und eine basale Expression des „knock-ins“ in mehreren Organen und auch in BMDCs 
nachgewiesen wurde.  
Ferner konnte nach Induktion einer Inflammation in vivo mit einer subletalen Dosis von LPS 
ein gesteigerter und länger anhaltender peripherer Temperaturabfall in den ki-Tieren ähnlich 
zu den transgenen Tieren detektiert werden. Desgleichen wurde eine Tendenz zu einer 
gesteigerten Sekretion der Zytokine TNF-α und IL-6 verzeichnet.  
 
Schlussfolgerungen: Mit dem transgenen Casp1C284A-Mausmodell als auch mit dem 
konditionalen R26_Casp1C284A-Modell konnte gezeigt weren, dass eine inaktive Variante der 
Procaspase-1 zur Entstehung einer gesteigerten Inflammation in einem gesamten Organismus 
führen kann. Somit können die im Rahmen dieser Arbeit generierten Tiermodelle zur Analyse 
der Pathomechanismen der an „ICE-Fieber“ leidenden Patienten herangezogen werden. In 
künftigen Studien kann ferner geklärt werden, ob die Entzündungsreaktionen durch eine 
verstärkte Interaktion von Casp1C284A mit der Kinase RIP2 verursacht werden und dadurch 
ähnlich wie im Patienten eine Aktivierung des proinflammatorischen Moleküls NFκB ausgelöst 
wird. Im Anschluss könnte eine spezifische Inhibierung des RIP2-Signalweges in diesen 
Mausmodellen getestet werden und schließlich im Patienten Anwendung finden. Die in dieser 















Background: Autoinflammatory syndromes are rare heridary conditions resulting from a 
deregulation of the immune system. Thereby, the inflammasomes play a key role by sensing 
danger signals in the organism and regulating the release of proinflammatory cytokines and 
the induction of pyroptose. Accordingly, the patients suffering from periodic fever episodes, 
skin rash and an elevation of acute-phase proteins. In contrast to classic autoimmune diseases 
no autoreactive T cells or autoantibodies are detectable. The zymogen caspase-1 as a main 
part of the inflammasome is involved in the pathogenesis of autoinflammatory conditions. 
Normally, the activation of the inflammasome results in procaspse-1 autoprocessing to 
generate the active form. Again, active caspase-1, and to lesser extent procaspase-1, cleave 
precursors of the proinflammatory cytokines IL-1ß and IL-17 and thereby producing their active 
forms. 
In the last years the intermitted fever group (IFG) headed by Prof. Dr. med. Rösen-Wolff 
reported seven rare naturally occurring genetic variants of the human procaspase-1. These 
variants exhibited altered protein structure and showed decreased or absent autoprocessing 
and enzymatic activity. The procaspase-1 variants occur more frequent in patients than in the 
healthy control population. Paradoxically, a significant number of patients with these variants 
suffer from periodic febrile episodes despite decreased IL-1ß production and secretion. 
However, procaspase-1 is also involved in other mechanism of the cell for instance repairing 
mechanism upon damage of the cell membrane. Also an activation of the proinflammatory 
molecule NFκB previously was found. Further in vitro experiments of the IFG group confirmed 
that such variants of the procaspase-1 bind RIP2 by Caspase activation and CARD interaction 
of both molecules and thereby lead to an increased activation of NFκB. Then NFκB can bind 
to regulatory sequences of genes that encode proinflammatory proteins. In contrast, the 
wildtype form of the procaspase-1 reduces intracellular levels of RIP2 via enzymatic cleavage 
and following release in the supernatant. These finding suggest that this molecular mechanism 
contribute to inflammation within the patients.  
 
Problem: In order to recapitulate the effects of the CASP1 variants found in the patients a 
mouse model should be generated. The analysis of material from the patients unfortunately is 
very restricted and therefore the generation of a mouse model represents the best alternative 
to see if the in vitro hypothesis of the IFG group really applies to an in vivo situation.  
 
 




Material and Methods: For the generation of the transgenic mouse model a BAC was used. 
The cloning of the Casp1C284A BAC transgene was performed with homologous recombination. 
Subsequently, the final construct was injected into the pronucleus of the murine genome and 
genotyping of the founder animals was performed. Hereafter, for the characterisation of the 
transgenic animals, BMDCs were stimulated in vitro with LPS and the expression of the 
transgene was checked with western blot and also the released cytokines were measured with 
CBA assay. In the following in vivo studies, mice were stimulated with LPS and the peripheral 
body temperatures were measured. Ensuing expression analysis of procaspase 1 and the 
measurement of released cytokines in different tissues were performed.  
Furthermore a conditional mouse model R26_Casp1C284A was generated. After completion of 
the respective vector the electroporation and the subsequent screening of the ES cells were 
carried out. Next, chimeric animals were genotyped and characterised. Therefore, the 
stimulation of BMDCs in vitro and the stimulation with mice in vivo with LPS were performed 
in an analogous way to the transgenic mice. 
 
Results: To generate a transgenic mouse model the artificial variant Casp1C284A was inserted 
into a BAC to enable a natural expression and regulation of Casp1C284A. This mutation results 
in a disruption of the active centre and to a complete loss of the enzymatical activity of caspase-
1. After two pronuclei injections we received 180 pubs of TG mice. Only three of them 
harboured transgenic sequences and only one animal in the F1 generation harboured the 
complete Casp1C284A sequence. Expression analyses of the offspring of this mouse revealed 
no basal transcriptional expression of the transgene. Hence, protein expression could not be 
detected in unstimulated cells. However, stimulation with LPS upregulated transcription and 
low-level translation of Casp1C284A in BMDCs and an elevated secretion of the proinflammatory 
cytokines TNF-α and IL-6 was detected as well. Likewise, after in vivo stimulation of transgenic 
mice with LPS i.p. the drop of body temperature was significantly enhanced in comparison to 
the control mice. And also the level of the proinflammatory cytokines was increased.  
Furthermore, a conditional R26_Casp1C284A construct allowing a temporal or a celltype specific 
expression of the caspase-1 with the central mutation was generated. Positive screened ES 
cell clones were injected into blastocysts and thereafter chimera could be identified. An 
embryonic lethality due to the integration of the enzymatically inactive caspase-1 could be 
excluded by the crossing with ubiquitious expressing PGK-Cre mice. All the corresponding 
mice were alive and a basal transcriptional as well translational expression was demonstrated. 
Concordantly with the results of the transgenic mice the conditional R26_Casp1C284A mice 
showed an enhanced drop of the body temperature in comparison to control mice after 
stimulation with sublethal dose of LPS in vivo. Likewise, a trend to an elevated secretion of 
TNF-α and IL-6 was observed. 





Conclusion: With the generated transgenic Casp1C284A as well as the conditional 
R26_Casp1C284A animal models we showed that an inactive variant of the procaspase-1 could 
result in a proinflammatory cytokine response and a development of an increased inflammation 
of a whole organism. Thus, these data support the previous postulated model of the IFG group 
for proinflammatory effects induced by variants of procaspase-1 with reduced enzymatic 
activity. Hence, the mouse models established in this work are suited for further analysis of the 
pathomechanism in the patients with ICE fever. For instance the cellular mechanism could be 
examined if the inflammation is provoked by an increased interaction of the mutated 
procaspase-1 with the kinase RIP2 and therefore the NFκB activation is increased, 
respectively. Also a further medicinal inhibition of the RIP2 signaling or other therapeutic 
testings in this mouse models are conceivable. 
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